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SOMMAIRE
Les problèmes phytosanitaires causés par les nématodes ont un impact mondial énorme au 
niveau économique, car ils s’attaquent aussi bien aux grandes cultures qu’aux cultures 
maraîchères, florales ou fruitières. Spécialiste de la culture de la pomme de terre, le nématode 
doré (Globodera rostochiensis) est un phytoparasite de quarantaine reconnu
internationalement. Originaire d’Amérique du Sud et probablement introduit en Europe dans 
les années 1850, plusieurs hypothèses stipulent qu’il aurait été propagé par la suite à travers le 
monde à partir de ce deuxième centre d’exportation. Il a été découvert récemment au Québec 
en 2006 dans la région de St-Amable et dans quatre zones satellites. Ces sites infestés sont 
maintenant régis par de strictes réglementations de quarantaine afin d’éviter d’éventuelles 
introductions.
Vu leur récente découverte au Québec, les nouvelles populations du nématode doré n’ont été 
le sujet que de très peu d’études génétiques. En conséquence, un manque de connaissances 
subsiste sur la structure et la diversité génétique de ces populations. Les marqueurs 
microsatellites ont déjà servi à déterminer la diversité et les liens génétiques entre diverses 
populations chez une autre espèce de nématode très proche génétiquement, le nématode à 
kyste pâle. Mes travaux de recherche visaient donc principalement à développer de nouveaux 
marqueurs microsatellites chez le nématode doré afin de génotyper diverses populations 
mondiales et de caractériser des liens génétiques entre elles.
Douze nouveaux marqueurs microsatellites ont donc été développés afin de répondre à ces 
objectifs. Ils ont été employés pour le génotypage de quinze populations d’origines diverses, 
dont deux en provenance du Québec. À l’intérieur des populations, la plus grande diversité 
génétique a logiquement été observée chez les populations boliviennes, la région d’origine du
nématode doré. Les deux populations québécoises se sont avérées très similaires entre elles, 
mais, de façon très surprenante, étaient sensiblement différentes à trois autres populations 
nord-américaines, celles de New York et de Colombie-Britannique. Elles se sont en fait 
révélées génétiquement plus proches de la population de Terre-Neuve et des populations 
européennes, et plus particulièrement d’une population écossaise. Selon les résultats, un 
minimum de deux introductions de nématode doré d’origines différentes aurait eu lieu en 
Amérique du Nord.
Les nématodes à kyste de la pomme de terre éclosent suite à des stimulus contenus dans 
l’exsudat racinaire de la plante hôte. Le deuxième objectif de mon étude était de standardiser 
la récolte et la conservation d’exsudat racinaire de pomme de terre pour des tests d’éclosion en 
laboratoire. Une dégradation de la qualité de l’exsudat racinaire a été détectée suite à sa 
conservation. Puisque celle-ci a été discernée à partir d’un mois chez l’un des deux réplicats, il 
est conseillé d’utiliser un exsudât récolté frais pour des tests d’éclosion en laboratoire.
L’évaluation et la compréhension des liens génétiques unissant les populations mondiales du 
nématode doré permettent de mieux comprendre sa dispersion et d’éviter, dans le futur, de 
nouvelles introductions. Également, ces connaissances peuvent être appliquées dans les modes 
de contrôle de cette espèce en choisissant des méthodes de lutte adaptées aux populations. 
L’étude de la récolte et de la conservation d’exsudat racinaire permettra également dans de 
futures études d’obtenir des résultats plus fiables en ayant un exsudât standardisé.
Mots-clés : Nématode à kyste de la pomme de terre, Globodera rostochiensis, marqueurs 
microsatellites, structure génétique, exsudât racinaire, température de conservation
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INTRODUCTION
1.1 La culture de la pomme de terre
La culture de la pomme de terre est une production agricole majeure à travers le monde. Elle 
se hisse au quatrième rang en importance, après le maïs, le blé et le riz (Agriculture et 
Agroalimentaire Canada, 2005). Originaire d’Amérique du Sud, elle est cultivée depuis plus 
de 2000 ans (Agriculture et Agroalimentaire Canada, 2005). Cette plante a été introduite en 
Europe au cours du dernier quart du 16e siècle (Hawkes, 1978). Cependant, les variétés 
importées à cette époque n’étaient pas adaptées à la longue période photosynthétique 
européenne. La production de tubercules était donc trop tardive et ne donnait qu’un faible 
rendement. Ainsi, la pomme de terre a été considérée comme une curiosité botanique jusqu’à 
la sélection de variétés mieux adaptées au milieu du 17e siècle (Hawkes, 1978). La pomme de 
terre aurait été introduite sur le continent Nord Américain d’Angleterre et d’Irlande au courant 
du 17e siècle (Hawkes, 1978).
Aujourd’hui, la pomme de terre fait partie de notre consommation tant sous forme fraîche, 
transformée ou déshydratée. En 2011, la superficie ensemencée au Canada s’élevait à plus de 
145 000 hectares, générant un revenu annuel de plus d’un milliard de dollars. Cultivée à 
l’échelle commerciale dans toutes les provinces canadiennes, le Québec se hisse au cinquième 
rang en superficie au Canada, avec 11 % de la production (Agriculture et Agroalimentaire 
Canada, 2005). Plus de 17 000 hectares y étaient consacrés à la pomme de terre en 2011, pour 
un revenu de plus de 150 millions de dollars (Statistique Canada, 2012).
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La culture de la pomme de terre est touchée par de nombreux facteurs abiotiques et biotiques 
capables de réduire sa productivité. Plusieurs ravageurs s’y attaquent, ce qui nécessite 
l’application de plusieurs pesticides pour conserver un rendement élevé (Agriculture et 
Agroalimentaire Canada, 2005). Le mildiou de la pomme de terre (Phytophtora infestans), la 
gale commune (Streptomyces scabies) et le doryphore de la pomme de terre (Leptinotarsa 
decemlineatà) ne sont que quelques exemples de la longue liste des ravageurs touchant cette 
culture (Agriculture et Agroalimentaire Canada, 2005).
Les nématodes phytoparasites des plantes causent de grandes pertes économiques pour de 
nombreuses cultures. Par exemple, notons les nématodes du genre Xiphinema, d’importants 
vecteurs de virus qui s’attaquent aux cultures de petits fruits, d’arbres fruitiers et forestiers. Le 
nématode des lésions, Pratylenchus penetrans, quant à lui, est l’espèce la plus importante 
économiquement au Canada, de par la variété de plantes hôtes à laquelle il s’attaque (Bélair,
2005). Dans le passé, il a déjà été estimé que ces microorganismes ont causé des pertes 
annuelles mondiales de plus de 100 milliards en dollars canadiens (Bélair, 2005). Pour les 
plantes cultivées, des maladies de dépérissement accompagnées de symptômes non 
spécifiques sont des manifestations que ces ravageurs provoquent (Quénéhervé et Van Den 
Berg, 2005). Ils occasionnent ainsi de nombreux dégâts aux cultures en plus de provoquer des 
dommages sur la santé et l’environnement par l’usage de nématicides hautement toxiques 
(Quénéhervé et Van Den Berg, 2005). La facilité à laquelle ils peuvent être disséminés et 
transportés pose une énorme menace pour les cultures. En effet, la probabilité d’introduction 
de nouvelles espèces se retrouve dupliquée à cause de l’accroissement des échanges 
commerciaux au niveau mondial. Ainsi, l’étude des nématodes phytoparasites, de par les 
conséquences économiques et sociales qu’ils provoquent, se révèle être d’une importance 
capitale pour l’industrie agroalimentaire.
À l’été 2006, un nouveau ravageur a été découvert dans la province de Québec. L’Agence 
Canadienne d’inspection des Aliments (ACIA) a confirmé la présence d’une espèce de
nématode à kyste de la pomme de terre (NKPT) soit le nématode doré (Globodera 
rostochiensis), dans un champ situé dans la municipalité régionale de comté (MRC) de 
Marguerite-D'Youville, en Montérégie (Affaires municipales Région et Occupation du 
territoire Québec, 2010; Agence Canadienne d'inspection des Aliments, 2006). Ce nématode, 
un parasite spécialiste de la culture de la pomme de terre, cause d’énormes pertes 
économiques à travers le monde chaque année. Pour cette raison, et parce qu’il n’est pas 
largement disséminé, il est considéré comme un organisme de quarantaine et est régi par des 
réglementations strictes au niveau international. Suite à sa découverte au Québec en août 
2006, le ministère de l’Agriculture des États-Unis (United States Department of Agriculture 
(USDA)) a immédiatement procédé à la fermeture temporaire des frontières pour l’importation 
entre le Québec et les États-Unis pendant plusieurs semaines. Tout matériel de pommes de 
terre, le sol et les produits connexes ainsi que le gazon en plaque ont été confinés au Canada 
(Lacroix et al., 2006) jusqu’à la réouverture des frontières en octobre de la même année 
(Martineau, 2006). L’ACIA a délimité les zones infestées par toute la région de St-Amable et 
quatre sites satellites situées dans les municipalités de La Présentation, St-Hyacinthe et Saint- 
Wenceslas (Agence Canadienne d'inspection des Aliments, 2012a; Agence Canadienne 
d’inspection des Aliments, 2006).
1.2 Les nématodes à kyste de la pomme de terre
Les NKPT sont des nématodes endoparasites obligatoires de certaines plantes de la famille des 
Solanaceae, dont trois d’intérêt commercial, soit la pomme de terre, la tomate et l’aubergine 
(Agence Canadienne d'inspection des Aliments, 2012b; Whitehead, 1997). À l’échelle 
mondiale, ils sont les nématodes qui causent les plus importantes pertes économiques pour la 
culture de la pomme de terre (Turner, 1996). Par leur petite taille, ils peuvent être facilement 
transportés passivement par l’homme lors du déplacement de matériels végétaux ou de 
machineries contaminées, ou encore par des phénomènes naturels tels que le vent ou le 
ruissellement (Turner et Evans, 1998). Ils possèdent également une capacité de survivre
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jusqu’à 30 ans dans le sol en absence de plantes hôtes (Turner, 1996). Selon le niveau 
d’infestation, les NKPT peuvent réduire les rendements de la pomme de terre jusqu’à 100 % 
(Brodie et Mai, 1989). En réponse aux pertes économiques qu’ils causent, les NKPT sont régis 
par des réglementations, afin de minimiser les risques de propagation.
Les symptômes exprimés par la partie aérienne de la pomme de terre à la suite des dommages 
causés par les nématodes phytoparasites peuvent être confondus avec de nombreux problèmes 
d’ordre parasitaire ou agronomique. La décoloration, le jaunissement, le flétrissement, le 
ralentissement de croissance et la réduction de taille des tubercules en sont quelques exemples 
(Buisson et al., 2011; Anonyme, 2009). Au niveau du champ, la présence de ces nématodes se 
caractérise par des zones rondes dites foyers où la croissance des plants peut être 
particulièrement ralentie (Buisson et al., 2011). Sous de faible densité, le plant de pomme de 
terre peut tolérer l’invasion et les dommages causés par les nématodes, sans que le rendement 
ne soit affecté. En réponse à cette infestation, le plant développe d’abord de plus nombreuses 
racines latérales (Buisson et al., 2011). Par contre, il arrive un niveau où la plante ne peut plus 
compenser, ce qui mène à un système racinaire peu développé et inefficace. Le volume de sol 
que la plante peut exploiter diminue donc de façon draconienne. La disponibilité de l’eau et 
des nutriments se retrouve donc affectée elle-même (Turner et Evans, 1998; Trudgill, 1980; 
Trudgill et al., 1975). De plus, les dommages mécaniques causés par les NKPT créent des 
sites d’entrée pour d’autres organismes, comme les champignons et les bactéries (Turner et 
Evans, 1998; Whitehead, 1997). Ainsi, il en résulte des plants plus petits et dont la sénescence 
arrive plus tôt (Whitehead, 1997; Trudgill et al., 1975).
1.2.1 Moyens de contrôle
Afin de prévenir des pertes importantes pour la culture sensible et, sur le long terme, garder les 
populations de nématodes sous de faibles proportions, il est important d’utiliser des moyens de
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contrôle efficaces. L’utilisation de produits chimiques de type nématicide est un de ceux-ci 
afin d’y parvenir. Les principaux produits fumigants sont le bromure de méthyle, le 1,3- 
dichloropropène et l’isothiocyanate de méthyle (Whitehead et Turner, 1998). Cependant, il 
semble que leur utilisation n’est que partiellement efficace et comporte son lot de 
désagréments environnementaux (Grenier et a l, 2010). Dans le cas spécifique du Québec, la 
fumigation n’a pas été retenue à cause des risques élevés de contamination de la nappe 
phréatique, laquelle se situe à environ 1 mètre de la surface seulement (Bélair, communication 
personnelle). De ce fait, puisque la fumigation menace l’environnement ainsi que la santé, et 
parce qu’il est impossible d’utiliser cette méthode au Québec, l’importance de la recherche en 
lutte intégrée prend ici tout son sens afin de réduire les populations de ce ravageur de 
quarantaine sous le seuil de détection.
L’utilisation de la résistance chez la plante hôte est la méthode de gestion la plus efficace et 
écologique de ce ravageur (Milczarek, 2012). Pour réussir, elle nécessite l’identification et le 
transfert de(s) gène(s) de résistance chez des cultivars commerciaux, ce qui se révèle être une 
longue et lourde tâche. La lutte culturale, comme la rotation des cultures avec des plantes 
résistantes non hôtes (Buisson et a l, 2011), permet de maintenir les populations de NKPT 
sous le seuil d’apparition des dégâts. Cette technique permet d’exploiter le déclin naturel des 
populations de NKPT par l’éclosion spontanée en absence de plantes hôtes (Den Ouden, 1960) 
et la destruction des juvéniles viables à l’intérieur des œufs par prédation (Whitehead, 1997). 
Devine et al. (1999) ont démontré que le pourcentage de déclin dû à la combinaison de ces 
deux facteurs était de 57 % la première année de culture non hôte et de 40 % la deuxième 
année. Le pourcentage de déclin dû à l’éclosion spontanée a été enregistré entre 30 % et 45 % 
chaque année, d’où l’importance d’alterner avec des cultures non hôtes (Ryan et Devine, 
2005; Devine et a l, 1999). Les variétés résistantes, quant à elles, permettent d’arrêter le 
développement des nématodes ayant pénétré les racines en provoquant leur mort ou en 
empêchant la formation des femelles (Buisson et al., 2011).
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1.2.2 Historique
Les NKPT sont originaires d’Amérique du Sud, entre la frontière du Pérou et de la Bolivie, où 
ils ont co-évolué avec la pomme de terre sauvage (Grenier et al., 2010). Il existe deux espèces 
de NKPT, soit le nématode doré (G. rostochiensis) et le nématode à kyste pâle (G. pallida). 
Au niveau international, le nématode doré est le plus fréquemment retrouvé (Evans et Stone, 
1977) et est recensé dans plus de 75 pays (Yu et a i, 2010). Turner et Evans (1998) relatent 
qu’aucun pays ne semble avoir reçu le nématode à kyste pâle seulement (Turner et Evans, 
1998). Cependant, l’utilisation à grande échelle de cultivars résistants au nématode doré à 
certains endroits a mené à la prédominance du nématode à kyste pâle. C’est ce qui a été relaté 
au Royaume-Uni car il y avait présence de populations mixtes (Turner et al., 2009; Minnis et 
ai, 2002; Whitehead et a l, 1984).
Les deux espèces auraient été introduites en Europe vers les années 1850, lors de l’importation 
de variétés de pommes de terre sauvages d’Amérique du Sud dans le but de trouver des 
sources de résistance au mildiou de la pomme de terre (P. infestans). Plusieurs hypothèses 
stipulent que ce serait à partir de l’Europe que les NKPT se seraient propagés autour du monde 
(Evans et Stone, 1977).
Dans le cas du Canada et des États-Unis, la première découverte de NKPT a été réalisée en 
1941 dans l’état de New York avec le nématode doré (Cannon, 1941). Par la suite, les deux 
espèces de NKPT ont été retrouvées sur l’île de Terre-Neuve en 1962 (Stone et a i, 1977; 
Olsenand et Mulvey, 1962). Sur l’île de Vancouver, la présence du nématode doré a été 
constatée en 1965 (Orchard, 1965). En 2006, deux nouveaux sites infestés ont été décelés : au 
Québec avec le nématode doré (Mahran et a i, 2010) et dans l’état de l’Idaho avec le nématode 
à kyste pâle (Hafez et ai, 2007). La plus récente découverte a été établie en 2008 dans l’état 
de 1’Oregon, où une population présentant des caractéristiques inhabituelles a été trouvée et
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décrite (Skantar et al., 2011). En effet, découverts dans un champ ayant auparavant cultivé 
pommes de terre, blé et autres cultures, ces nématodes ne peuvent être classés avec aucune 
espèce connue car ils possèdent certains traits morphologiques et moléculaire uniques.
1.2.3 Biologie
1.2.3.1 Cycle de vie
La propagation des NKPT sur de longues distances se fait essentiellement lorsqu’ils sont sous 
forme de kyste. En présence d’exsudat racinaire de l’hôte, certaines larves, alors au stade J2, 
qui sont contenues dans les œufs des kystes éclosent. En effet, suite à l’exposition des kystes à 
cet exsudât, une absorption d’eau (Ellenby et Perry, 1976) et d’oxygène (Atkinson et 
Ballantyne, 1977b) se produisent à l’intérieur des œufs. Une diminution de la charge 
énergétique survient également, ce qui indique un effet sur le métabolisme de la larve 
(Atkinson et Ballantyne, 1977a). Elle commence alors à bouger et perce la membrane avec son 
stylet (Doncaster et Seymour, 1973). Elle éclot et sort du kyste. Une fois dans le sol, la larve 
de deuxième stade (J2) infecte la plante hôte en pénétrant sa racine, tout près d’un point de 
croissance ou au site de développement d’une nouvelle racine latérale (Fudali et Golinowski, 
2007; Williams, 1978; Evans et Stone, 1977). Elle perce les parois cellulaires à l’aide de son 
stylet (Anonyme, 2009) et s’installe habituellement dans la zone du cortex (Fudali et 
Golinowski, 2007). Des protéines salivaires de la glande œsophagienne sont alors injectées 
dans une cellule, qui causent un élargissement de celle-ci en incorporant de nouvelles cellules 
par la dissolution des parois cellulaires (Vieira et al., 2011; Fudali et Golinowski, 2007; 
Turner et Evans, 1998; Wyss et Grundler, 1992). Cette interaction complexe entre le nématode 
et la plante hôte induit alors la formation de sites nourriciers (cellules géantes ou syncytium) 
(Evans et Stone, 1977) multinucléés et métaboliquement actifs pour le développement de la 
larve (Fudali et Golinowski, 2007).
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La J2 devient alors sédentaire et y passe le troisième et quatrième stade juvénile. C’est la 
disponibilité des nutriments qui semble affectée le sexe développé (Trudgill, 1967), où le mâle 
requiert moins de 1 % de la quantité nécessaire à la femelle (Evans et Stone, 1977). Le 
développement complet peut prendre jusqu’à trois mois (Evans et Stone, 1977). Le mâle, qui 
est mobile et qui ne se nourrit pas depuis le troisième stade juvénile, émerge de la racine à la 
recherche de femelles à féconder (Evans et Stone, 1977). La femelle, quant à elle, est 
sédentaire. À partir du troisième stade juvénile, elle gonfle à mesure que ses gonades se 
développent (Turner et Evans, 1998). Son corps rupture ensuite la racine, mais sa tête y reste 
toujours attachée (Evans et Stone, 1977). Les mâles sont alors attirés chimiquement par ses 
jeunes femelles pour la fertilisation (Whitehead, 1997) qui est obligatoire chez les deux 
espèces de NKPT (Evans et Stone, 1977). Les œufs se développent alors à l’intérieur du corps 
de la femelle, laquelle meurt à maturité. Elle se détache de la racine et son corps se durcit pour 
former un kyste protecteur pouvant contenir de 200 à 500 œufs (Evans et Stone, 1977). Une 
fois les J2 formées à l’intérieur des œufs, celles-ci tombent en diapause. Elles ne peuvent alors 
être stimulées, jusqu’à ce que les conditions puissent être favorables pour elles-mêmes et la 
culture de la pomme de terre, afin d’éviter l’éclosion de larves à l’automne (Turner et Evans, 
1998). Il n’y a habituellement qu’une seule génération complète par saison (Whitehead, 1997).
En l’absence de plante hôte, Ryan et Devine (2005) ont enregistré 37 % d’éclosion spontanée 
des larves J2. En présence de plante hôte, il y a jusqu’à 80 % d’éclosion (Jones, 1970). 
Comme stratégie de survie, il n’y a jamais d’éclosion totale chez les deux espèces de NKPT. 
C’est donc sous forme de kyste que les NKPT peuvent persister aussi longtemps dans le sol.
Au niveau du cycle de vie, quelques différences existent entre les deux espèces de NKPT. 
D’abord, le nématode à kyste pâle possède un taux d’éclosion initial plus lent que le nématode 
doré et semble mieux adapté que ce dernier aux températures plus basses (Robinson et ai, 
1987). De plus, le kyste du nématode doré passe par une phase dorée lors de la maturation, qui 
est absente chez le nématode à kyste pâle (Anonyme, 2009; Whitehead, 1997).
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1.2.3.2 Exsudât racinaire
Plusieurs études ont tenté de caractériser les produits de l’exsudat racinaire provoquant 
l’éclosion des NKPT. Neuf de ces produits, nommés facteurs d’éclosion (Perry, 1989), ont été 
décrits par Devine et Jones (2000) et tous possèdent une structure moléculaire similaire. Entre 
les deux espèces de NKPT, il y a des facteurs d’éclosion qui sont différents, d’autres qui 
stimulent davantage l’éclosion de l’une des deux espèces et d’autres encore qui ont le même 
effet (Byrne et a l, 2001). Deux autres catégories de produits impliqués dans l’éclosion ont été 
décelées, soit les stimulants de facteurs d’éclosion, qui augmentent l’effet des facteurs 
d’éclosion, ainsi que les inhibiteurs d’éclosion, qui inhibent l’effet des facteurs d’éclosion 
(Byrne et al., 1998).
Des études suggèrent que des agents autres que les racines de plantes hôtes peuvent avoir un 
effet sur l’éclosion des NKPT. En effet, il a été montré que certaines bactéries libres du sol 
provenant de la rhizosphère de plantes hôtes et non hôtes peuvent en produire (Ryan et Jones, 
2004). Les mycorhizes, quant à elles, augmentent l’éclosion du nématode à kyste pâle, mais 
pas celui du nématode doré (Ryan et Jones, 2004; Ryan et al., 2000). Ryan et al. (2000) 
suggèrent que les mycorhizes stimuleraient soit la production de facteurs d’éclosion ou de 
stimulants de facteurs d’éclosion par la plante hôte, soit la production de facteurs d’éclosion 
par le champignon lui-même, spécifique au nématode à kyste pâle. La présence des bactéries 
et des mycorhizes du sol qui possèdent la capacité de produire des facteurs d’éclosion pourrait 
donc être la cause de l’éclosion spontanée des NKPT. Par contre, la stimulation des NKPT 
dépend en grande partie de la disponibilité et de la mobilité des facteurs d’éclosion dans le sol 
(Devine, 2001). Il a été démontré qu’une corrélation négative existe entre le contenu en 
matière organique et la mobilité des facteurs d’éclosion (Devine 2001).
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De plus, certains auteurs stipulent que la qualité de l’exsudat racinaire est reliée à la phase 
végétative de la plante hôte. Rawsthome et Brodie (1986) relatent que le maximum d’éclosion 
pour le nématode doré se produit trois semaines après l’émergence de la tige. Byrne et al. 
(2001), quant à eux, suggèrent qu’il est à 38 jours après la plantation des tubercules chez le 
nématode doré alors que chez le nématode à kyste pâle, l’éclosion maximale se ferait chez des 
plants plus jeunes. L’éclosion serait alors directement reliée au poids des racines (Rawsthome 
et Brodie, 1986). Lors d’essai d’éclosion en laboratoire, il semble aussi que la température de 
conservation de l’exsudat racinaire affecte sa qualité (Ellenby et Smith, 1967; Widdowson, 
1958).
Somme toute, il semble que le nématode à kyste pâle soit plus conservateur que son espèce 
soeur, puisque son éclosion est stimulée par un nombre plus restreint de composés (Ryan et 
Jones, 2004; Byme et a l, 2001). Au contraire, le nématode doré paraît davantage opportuniste 
en réagissant à des composés non spécifiques (Den Nijs et Lock, 1992).
1.2.3.3 Diversité génétique et pathotypes
Dans le cas de ravageurs tels que les NKPT, connaître la variabilité génétique des populations 
et leur capacité à se reproduire sur différentes gammes de plantes hôtes sont des éléments 
extrêmement importants afin de sélectionner les cultures résistances adaptées. Pour ce faire, il 
faut avoir des moyens efficaces de décrire la virulence des populations en lien avec leur 
habileté à causer une maladie chez une plante, autrement dit leur pouvoir pathogène 
(Schumann et D'Arcy, 2006). Encore faut-il bien établir ce qu’est la virulence. Trois 
définitions existent afin de décrire cette interaction entre la plante et son agent pathogène. 
Tout d’abord, le terme virulence peut être utilisé afin de quantifier le pouvoir pathogène en 
fonction des dommages causés sur l’hôte. Ensuite, elle peut être définie comme étant une 
description de quelles races (ou pathotypes) de l’organisme pathogène possèdent la capacité
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d’infecter quels cultivars de la plante hôte. Enfin, la troisième définition et celle qui nous 
intéresse rassemble les deux premières. La virulence est donc définie par un portrait de quels 
cultivars peuvent être infectés par quelles races, mais également par la sévérité des dommages 
causés à l’hôte (Schumann et D’Arcy, 2006). Dans ce cas, ces deux conditions sont contrôlées 
par une interaction génétique entre les plantes et l’agent pathogène. En effet, certaines plantes 
hôtes possèdent des gènes de résistance dominants (gène R), alors que les organismes 
pathogènes possèdent des gènes d’avirulence dominants également (gène avr) (Schumann et 
D'Arcy, 2006). Ces gènes d’avirulence (avr) produisent des protéines nommées éliciteurs, qui 
sont elles-mêmes reconnues directement ou indirectement par des récepteurs associés aux 
gènes de résistance (R) chez la plante. Cette interaction, nommée gène pour gène, mène à la 
résistance chez la plante hôte (Schumann et D'Arcy, 2006). Ainsi, la virulence à l’intérieur des 
deux espèces de NKPT a été étudiée depuis de nombreuses années dans le but de développer 
et d’utiliser des cultivars résistants adaptés. Il n’existe cependant pas encore de consensus 
quant à leur classification, comme il est décrit plus bas.
Au niveau biologique et morphologique, les deux espèces de NKPT font preuve d’une grande 
similitude. Elles ont donc été d’abord classées en une seule espèce, Heterodera rostochiensis 
(Fleming et Powers, 1998). Suite à de nombreuses études démontrant une étrange 
hétérogénéité à l’intérieur de l’espèce (Evans et Webley, 1970; Guile, 1970; Jones et al., 
1970), H. rostochiensis fut divisé en deux espèces, soit H. rostochiensis et H. pallida (Stone, 
1972). Plus tard, les deux espèces ont été reclassées dans le genre Globodera (Mulvey et 
Stone, 1976), les femelles matures formant un kyste rond par rapport au genre Heterodera 
avec des femelles en forme de citron.
La longue période de coévolution avec la pomme de terre sauvage en Amérique du Sud a 
mené non seulement à la différentiation de deux espèces distinctes, mais également à de la 
variation à l’intérieur de chacune d’entre elles. En effet, il a été observé que certaines 
populations pouvaient se reproduire sur des variétés de pommes de terre contenant des gènes
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de résistance alors que d’autres en sont incapables (Hockland et al., 2012). Les premières 
sources de résistance ont été découvertes chez les cultivars Solanum tuberosum spp. Andigena 
(Ellenby, 1952; Toxopeus et Huijsman, 1952) contenant le gène de résistance H1 contre le 
nématode doré (Whitehead, 1997) et Solanum multidissectum (Dunnett, 1961) contenant le 
gène de résistance H2 contre le nématode à kyste pâle (Whitehead, 1997).
Cette diversité a mené à la proposition de deux schémas internationaux pour l’identification 
des pathotypes. Ces schémas, utilisés pour la sélection de cultivars résistants, sont tous deux 
basés sur le taux de multiplication (Pf/Pi) de la population d’intérêt sur certaines plantes hôtes 
contenant différents gènes de résistance (Canto saenz et De scurrah, 1977; Kort et al., 1977). 
Ce taux de multiplication correspond à la densité finale de la population de nématode (Pf) par 
rapport celle initiale (Pi).
Le premier schéma de Canto Saenz et de Scurrah (1977) est basé sur des populations de NKPT 
en Amérique du Sud, tandis que celui proposé par Kort et al. (1977) est établi sur des 
populations européennes. Les schémas utilisent tous deux les mêmes cultivars pour 
caractériser les différents pathotypes. Le cultivar le plus efficace est Solanum tuberosum ssp. 
Andigena contenant le gène de résistance H l. Tous les autres cultivars utilisés limitent la 
reproduction comparés au contrôle seulement (Canto saenz et De scurrah, 1977).
En ce qui a trait au nématode doré, il est caractérisé par quatre races (Ri A, RiB, R2A et R3A) 
selon le premier schéma, et cinq pathotypes (Roi à Ro5) selon le deuxième. Suivant les 
cultivars utilisés pour différentier cette espèce, Kort et al. (1977) reconnaissent un pathotype 
de plus, capable de se reproduire sur l’ensemble des cinq. Dans le cas du nématode à kyste 
pâle, six races (PiA, P]B, P2A, P3A, P4A, P5A) et trois pathotypes (Pal à Pa3) sont identifiés, 
respectivement. Le schéma de Canto saenz et de Scurrah (1977) a défini trois pathotypes de 
plus basés sur leur reproduction différente sur trois cultivars.
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Par contre, ces schémas sont largement critiqués. Trudgill (1985) suggère que le ratio Pf/Pi est 
trop influençable par de nombreux facteurs pour être la base de la classification. La densité 
initiale de population, la croissance de la plante et la viabilité des nématodes en sont des 
exemples. Ainsi, même s’il est généralement accepté que les pathotypes Roi et Pal sont de 
vrais pathotypes à cause des gènes de résistance H1 et H2, les schémas actuels sont considérés 
insuffisants pour classifier les NKPT (Hockland et al., 2012). Par contre, comme il n’y a pas 
encore d’autres outils efficaces pour classer ces ravageurs, le schéma proposé par Kort et al. 
(1977) est toujours utilisé pour la sélection de cultivars résistants (Hockland et al., 2012). Afin 
de décrire efficacement la virulence d’une population, l’utilisation combinée de marqueurs 
génétiques et de cultivars s’avère nécessaire (Hockland et al., 2012).
1.2.3.4 Génétiques des populations
Au niveau international, les échanges commerciaux s’opérant de nos jours facilitent 
l’introduction de nouvelles espèces partout à travers le monde. Bien qu’une mince partie de 
ces espèces s’installent et deviennent invasives, elles présentent une grande menace pour les 
espèces indigènes et causent d’énormes pertes économiques. La reconstruction des routes 
d’invasion permet le développement de meilleures stratégies afin de prévenir de nouvelles 
introductions. Par exemple, en connaissant la région d’origine et le vecteur responsable des 
introductions, un suivi serré contre la source peut être effectué (Estoup et Guillemaud, 2010). 
L’utilisation de marqueurs moléculaires et d’outils statistiques sont l’une des stratégies 
efficaces pour acquérir ces connaissances.
De plus, chez les espèces de NKPT, connaître la virulence d’une population est essentiel afin 
de déterminer les bonnes cultures résistantes. Par contre, comme les schémas actuels de 
classification des NKPT ne sont pas bien adaptés, connaître la diversité génétique d’une 
population et les similitudes génétiques l’unissant à d’autres populations mondiales peut être
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une alternative. En effet, il a été proposé que la virulence n’est pas indépendante de la 
proximité génétique (Hockland et al., 2012). Par exemple, il a été révélé que la richesse 
allélique chez les populations du nématode à kyste pâle en Europe n’est qu’une fraction de la 
diversité génétique qui se retrouve chez les populations d’Amérique du Sud (Plantard et ai, 
2008; Phillips et Trudgill, 1998). Ainsi, Hockland et al. (2012) supposent que la virulence 
n’est elle aussi qu’une partie de ce qui se retrouve en Amérique du Sud, ce qui est confirmé 
par les travaux de Phillips et Trudgill (1998). D serait de ce fait important d’éviter de 
nouvelles introductions de populations qui posséderaient des caractéristiques de virulence 
différentes (Hockland et al., 2012). De la même façon, il est important de situer la virulence 
des populations québécoises du nématode doré par rapport à d’autres populations mondiales 
en connaissant la diversité et les liens génétiques entre elles, dans le but de déterminer les 
bonnes pratiques culturales à utiliser.
Les marqueurs microsatellites sont de courtes répétitions de deux à neuf nucléotides (Conner 
et Hard, 2004). Ce sont généralement des régions neutres (Schlôtterer, 2000) et non codantes 
(Conner et Hard, 2004) du génome. Ils sont fréquemment trouvés dans le génome de la plupart 
des taxas. Généralement, leur longueur varie entre cinq et 40 répétitions (Selkoe et Toonen,
2006). Plusieurs microsatellites ont un haut taux de mutation (Schlôtterer, 2000) qui génère 
une assez grande diversité allélique, essentielle pour les études génétiques. Le modèle le plus 
souvent proposé pour expliquer ce taux de mutation est le glissement durant la synthèse du 
brin d’ADN (Levinson et Gutman, 1987). En effet, le brin d’ADN naissant peut se dissocier 
temporairement du brin mère. À cause de la complémentarité des bases à l’intérieur de la 
séquence du microsatellite, le réalignement des deux brins ne se réalise pas nécessairement à 
la bonne place. Ainsi, lorsque ce phénomène est suivi de la réplication et de la réparation de 
l’ADN, il s’en suit de l’addition ou la délétion de répétitions.
Le développement et l’utilisation de nouveaux marqueurs microsatellites deviennent de plus 
en plus rapides, faciles et les coûts sont grandement diminués depuis l’émergence de nouvelles
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technologies de séquençage (Guichoux et a l,  2011). Ainsi, ils sont fréquemment utilisés lors 
de nombreuses études et se révèlent être des outils efficaces pour des tests de paternité 
(Bergeron et a l, 2011), des analyses populationnelles (Pham et al., 2013), des études 
phylogénétiques (Takamura et Mori, 2005), des diagnostics de cancer (Alves et al., 2013), etc. 
Lors d’études d’espèces introduites, ils servent également à déterminer la structure des 
populations afin de développer des stratégies de contrôle efficaces (Zalewski et a l, 2010), de 
comparer la diversité génétique entre populations natives et introduites (Hardesty et al., 2012), 
de déterminer l’origine potentielle (Zepeda-Paulo et al., 2010) et le nombre d’introductions 
(Genton et a l, 2005). Chez le nématode à kyste pâle, des marqueurs microsatellites ont déjà 
été développés afin d’étudier la structure génétique (Picard et a l, 2004) et identifier la limite 
spatiale (Picard et Plantard, 2006) des populations péruviennes. Aussi, combinés à des 
séquences mitochondriales, ils ont été utilisés afin de déterminer l’origine et la diversité 
génétique des populations de l’Europe de l’ouest (Plantard et al., 2008).
1.2.4 Le nématode doré au Québec
Vu sa récente découverte au Québec, la recherche sur ses populations ne fait que commencer. 
Une étude de Mahran et al. (2010) a soumis onze échantillons de Saint-Amable à 
l’identification du pathotype à l’aide de sept clones différents. Le pathotype Roi a été identifié 
dans tous les échantillons récoltés. Cependant, comme cette analyse se produit sur différents 
cultivars, ce n’est pas des individus uniques qui sont soumis à l’identification, mais plutôt la 
population. Ainsi, ce schéma d’identification distingue bien des populations pures, mais est 
inadapté dans le cas de populations mixes, comme c’est souvent le cas en champs. Il est donc 
possible, dans le cas où un deuxième pathotype est présent mais en très faible proportion, qu’il 
ne soit pas détecté (Whitehead, 1997). C’est ce qui s’est produit dans certains champs de l’état 
de New York avec la découverte récente d’un nouveau pathotype suite à l’utilisation de 
cultivars résistant au Roi (Brodie, 1995). Outre ces informations, très peu de connaissances 
sont établies sur la génétique des populations québécoises.
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1.3 Objectifs de l’étude
1.3.1 Génotypage des populations québécoises du nématode doré
Dans le but de déterminer les bonnes pratiques culturales à utiliser contre les populations 
québécoises du nématode doré récemment découvertes, il apparaît essentiel de connaître leur 
diversité génétique ainsi que leurs liens génétiques entre elles et d’autres populations 
mondiales. Les marqueurs microsatellites s’avérant être un outil efficace pour y parvenir, les 
objectifs de cette étude sont : le développement de nouveaux marqueurs microsatellites et leur 
utilisation afin de génotyper différentes populations mondiales dans le but de déterminer la 
diversité génétique et les liens entre elles.
1.3.2 Développement d ’exsudât racinaire
Étant donné la grande variation quant aux protocoles de récolte d’exsudat racinaire de pomme 
de terre pour les tests d’éclosion des NKPT dans la littérature, il devient nécessaire de 
développer une méthode standardisée efficace et rapide à utiliser au laboratoire. Pour ce faire, 
des tests d’éclosion du nématode doré sont effectués afin déterminer quel type de substrat il 
est préférable d’utiliser pour la récolte d’exsudat racinaire de pomme de terre, soit un milieu 
stérile ou non. Ensuite, afin d’éliminer la variation causée par un nouvel exsudât, la méthode 
de conservation sera testée, à savoir à quelle température il est mieux de le conserver, et 
combien de temps il peut être gardé sans que sa qualité n’en soit affectée.
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CHAPITRE 1: DIVERSITÉ GÉNÉTIQUE DU NÉMATODE DORÉ Globodera 
rostochiensis ET DÉTERMINATION DE L’ORIGINE DES POPULATIONS DU
QUÉBEC, CANADA
2.1 Mise en contexte
Douze nouveaux marqueurs microsatellites ont été développés à l’aide du séquençage de 
nouvelle génération et l’enrichissement de librairies. Ils ont servi à génotyper 15 populations 
mondiales du nématode doré, dont deux québécoises. Le but de cette étude était de déterminer 
la diversité génétique des populations nouvellement découvertes du nématode doré du Québec 
et de caractériser les liens génétiques existants entre celles-ci et d’autres populations 
mondiales.
La diversité génétique et les liens entre différentes populations mondiales du nématode doré et 
celles du Québec n’avaient jamais été étudiés auparavant. Cette étude a permis de démontrer 
que, de façon étonnante, les populations québécoises sont aussi diversifiées génétiquement que 
les populations européennes. Elle a aussi mis en évidence que le nématode doré du Québec ne 
possède pas de liens génétiques avec la population la plus proche géographiquement, celle de 
New York, ainsi qu’avec la Colombie-Britannique. Au contraire, les populations québécoises 
semblent génétiquement proches de la population de Terre-Neuve et celles de l’Europe. Ainsi, 
l’étude présentée dans ce mémoire a établi qu’un minimum de deux introductions d’origine 
distincte a eu lieu en Amérique du Nord, soit une en provenance de l’Europe et une autre 
d’origine inconnue.
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Ces travaux sont détaillés dans le Chapitre 1 qui est constitué de l’article suivant : Boucher, 
A.C., Mimee, B., Montarry, J., Bardou-Valette, S., Bélair, G., Moffett, P. et Grenier, E. 
(2013). Genetic diversity of the golden potato cyst nematode Globodera rostochiensis and 
determination of the origin of populations in Quebec, Canada. Molecular Phylogenetics and 
Evolution 69, 75-82.
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Abstract
The golden cyst nematode (Globodera rostochiensis), native to South America, has been 
introduced in many parts of the world, including Europe and North America. Recently, it was 
found for the first time in the province of Quebec, Canada in the locality of St. Amable near 
Montreal. To date, very few studies have examined the population genetics of this pest. 
Consequently, there is a lack of knowledge about the genetic structure and evolution of this 
nematode. In this study, twelve new microsatellite markers were developed in order to explore 
these questions. These markers were used to genotype fifteen populations originating from 
different regions of the world, including five from Canada. Within populations, the highest 
genetic diversity was consistently observed in the populations from Bolivia, the postulated 
region of origin of the golden nematode, and the lowest in populations from British Columbia 
(Canada) and New York (USA). The two Quebec populations were very similar to each other 
and to the population found in Newfoundland, but surprisingly, they were significantly 
different from three other North American populations including those from New York and 
British Columbia. Based on our results, we conclude that the golden cyst nematode has been 
introduced in North America at least twice from distinct regions of the world.
Keywords: genetic structure, potato cyst nematode, Globodera rostochiensis, microsatellite, 
multiple introductions, population genetics.
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Introduction
Potato cyst nematodes, including Globodera pallida and G. rostochiensis, are quarantine pests 
of potato. Both species have co-evolved with their host in the Andean regions of Peru and 
Bolivia, in South America (Grenier et al., 2010) and cause severe damage in cultivated 
solanaceous plants. Once established in a new area, they are very difficult to eradicate because 
of their ability to survive for extended periods without a suitable host (Turner, 1996). Probably 
introduced around 1850 in Europe through imported tubers from South America (Evans et al., 
1975), G. rostochiensis is now present in 75 countries around the world (Yu et al., 2010). In 
North America, G. rostochiensis was found in 1941 in New York, USA (Cannon, 1941), and 
has been present in Canada since 1962 in Newfoundland (Olsenand and Mulvey, 1962) and 
since 1965 in the Saanich Peninsula of Vancouver Island, British Columbia (Orchard, 1965). 
In 2006, G. rosthochiensis was discovered in a potato field in St-Amable, Quebec, Canada, 
and in four satellite zones (Yu et al., 2010; Mahran et al., 2010).
Several hypotheses have been proposed for the introduction of G. rostochiensis in North 
America. For example, it is suspected that the nematode arrived in New York on contaminated 
military equipment returning from WW1 (Spears, 1968) and on imported flower bulbs from 
Europe in British Columbia (Rott et al., 2010). However, although this species has a huge 
economic importance, information on population genetics and dynamics are still very limited. 
At this point, identifying current diversity and relation among populations is very important to 
prevent selection for more virulent pathotypes. Moreover, as an alternative to the use of 
nematicides, current plant breeding programs are developing resistant varieties in which 
resistance genes found in wild potato relatives have been introgressed. In this approach, a 
thorough knowledge of the genetic variability and origins of introduced populations is 
essential to achieve an efficient and durable means of control.
21
The use of internal transcribed spacer region (rTSl-5.8S-ITS2) of the rRNA gene and D2-D3 
expansion segments of the 28S rRNA (Madani et al., 2010) was not successful in clarifying 
the origin of Canadian G. rostochiensis populations. These results suggested that more 
variable regions of the nematode genome should be used to learn more about the population 
structure of this species. Microsatellite DNA markers are simple sequence repeats (SSRs) of 1- 
6 nucleotide motifs (Selkoe and Toonen, 2006). Because these markers are highly 
polymorphic, co-dominant and generally neutral, they are widely used in population genetics 
(Selkoe and Toonen, 2006; Schlôtterer, 2000; Jame and Lagoda, 1996) and are especially 
useful for understanding the routes of migration of invasive species (Yang et al., 2012; 
Zepeda-Paulo et al., 2010). In the cyst nematode Globodera pallida, microsatellites have 
previously been used successfully to investigate the origin of the European populations of this 
pest, which all appear to come from a limited geographic region on the north shore of the 
Titicaca lake in Peru (Plantard et al., 2008). Microsatellite analyses were also used to reveal 
the phylogeographic history and reduction of allelic richness of G. pallida populations from 
south to north of Peru (Picard et al., 2007).
Development of new microsatellite markers in non-model organisms has long been considered 
a difficult, time-consuming and expensive method. Next generation sequencing using 454 GS- 
FLX technology (Roche Applied Science) can reduce the cost and the time to develop 
microsatellite markers (Malausa et al., 2011). The aim of this study was to develop 
polymorphic microsatellite markers using next generation sequencing in order to genotype 
populations of G. rostochiensis from different origins, to characterize genetic links between 
these populations and to reveal the history of introductions and dispersal of this pest within 
Canada.
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Material and methods
Nematode populations used in this study
Three golden cyst nematode populations were collected in potato fields: two from the province 
of Quebec, Canada located near the communities of St. Amable (Ama) and St. Hyacinthe 
(Hya) and one from the province of Newfoundland, Canada (TN). Cysts were obtained from 
soil using the Fenwick method and DNA was extracted using the sodium hydroxide method 
described below. Species identity of these samples were checked by PCR-RFLP of the ITS 
region as previously described (Thiéry and Mugniéry, 1996). These field populations were 
compared to 12 G. rostochiensis populations present in different laboratory collections and 
originating from British Columbia, Canada (Kea and Mar) (Rott et al., 2010), New York State, 
USA (NY), Bolivia (B2 and B4), Peru (314 and 267), Chile (3346), France (Dunk and IDF), 
Portugal (Port) and Scotland, UK (Eco) (Table 2). Cysts from each populations were supplied 
by Agriculture and Agri-Food Canada (St-Jean-sur-Richelieu, Canada) for Quebec; Canadian 
Food Inspection Agency (North Saanich and St-John’s, Canada) for British Columbia and 
Newfoundland, USDA (Cornell University, New York, United States) for New York and 
INRA (Rennes, France) for the nine remaining populations.
Microsatellite library development
Microsatellite markers were developed according to the procedure developed by Malausa et al. 
(2011) using next-generation sequencing and library enrichment. Five populations of G. 
rostochiensis from Bolivia, Chile, France and the UK were used to identify putative 
microsatellites sequences. Genomic DNA was extracted from entire cysts with the DNeasy® 
Blood and Tissue Kit (Qiagen) using the protocol for animal tissue. Construction, emulsion 
PCR and 454 GS-FLX titanium pyrosequencing of the microsatellite-enriched DNA libraries
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were carried out by Genoscreen (Lille, France). Enriched libraries were constructed using 
eight microsatellite probes ((AG)io, (AC)io, (AAC)g, (AGG)g, (ACG)g, (AAG)g, (ACAT)6, 
(ATCT)6).
DNA extraction procedure
One second-stage juvenile (J2) or sibling per cyst was used for each population. In order to 
obtain enough DNA from single larvae, an extraction procedure using sodium hydroxide was 
developed. Each J2 was incubated at room temperature overnight in 20 pL of NaOH 0.25 M in 
a microtube. Tubes were then heated to 99 °C for 2 min before the addition of 20 pL of lysis 
buffer (HC1 0.125 M, tris HC1 0.125 M pH 8, 5 pL Triton X100 2%) followed by incubation 
for another 2 min at 99 °C. Subsequently, 10 pL of a second buffer (Tris 50 mM pH 8, EDTA 
5 mM, Tergitol 5%, proteinase K at 500 pg/mL) were added and the tubes were incubated at 
55 °C for 1 h and 94 °C for 10 min. The remaining cell debris was pelleted by centrifugation 
(12,000 g, 30 s) and the supernatant collected and used for PCR.
PCR reactions and genotyping procedures
Multiplex Manager Software (Holleley and Geerts, 2009) was used to define the best 
combinations of markers for multiplex reactions using prior marker information (Guichoux et 
al., 2011). Three multiplex combinations were identified; each had four markers with a 
different fluorescent dye (FAM, VIC, NED or PET). The concentration of each fluorescently 
labeled marker was tested to obtain the best genetic profiling. This was performed on the same 
J2 as above.
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Each PCR reaction in simplex contained 5 pL of 2X Type-it Microsatellite PCR kit (Qiagen), 
0.25 pL of 10 pM fluorescent-labeled M13 primer (VIC; Applied biosystem), 0.25 pL of 10 
pM forward primer, 0.25 pL of 10 pM reverse primer and 2 pL of template DNA. Volumes 
were adjusted to 10 pL with sterile distilled water and amplification reactions were conducted 
on a S1000 Thermal Cycler (Bio-Rad). Cycling conditions included an initial dénaturation at 
95 °C for 5 min, followed by 20 cycles of dénaturation at 95 °C for 30 s, annealing at 57 °C 
for 90 s and extension at 72 °C for 30 s, followed by 20 cycles of dénaturation at 95 °C for 30 
s, annealing at 53 °C for 90 s and extension at 72 °C for 30 s and a final extension at 60 °C for 
30 min. PCR reaction in multiplex included 5 pL of 2X Type-it Microsatellite PCR kit, 1 pL 
of 4 pM primer mix and 2 pL of template DNA and was adjusted to 10 pL with sterile distilled 
water. Cycling conditions included an initial dénaturation at 95 °C for 5 min, followed by 30 
cycles of dénaturation at 95 °C for 30 s, annealing at 57 °C for 90 s and extension at 72 °C for 
30 s, followed by a final extension at 60 °C for 30 min.
PCR products were then diluted 1:40 in sterile water and 3 pL of this dilution were mixed with 
0.05 pL of GeneScan 500 LIZ Size Standard (Applied Biosystems) and 5 pL of formamide 
(Appplied biosystem). Analyses of PCR products were conducted on ABI Prism® 3130x1 
sequencer (Applied Biosystems). Allele size determinations were achieved using the 
GeneMapper software v3.7 (Applied Biosystems) by manual identification of the peaks and 
validation of absence or non-valid chromatogram. In this way, 23 polymorphic markers were 
selected.
Each microsatellite analysis was performed on a single individual (J2) extracted from a 
different cyst of a given population. Between 21 and 25 J2 were used per population (Table 2). 
PCR for microsatellite amplification was performed as described above. Allele size 
determinations were determined by the automatic calling and binning module of GeneMapper 
with manual examination of irregular results.
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Data analysis
Population genetics analyses
The differentiation coefficient between each pair of G. rostochiensis populations ( F st)  was 
estimated according to Weir and Cockerham (1984) using g e n e p o p  4.0.7 (Raymond and 
Rousset, 1995). Unbiased estimates of gene diversity (H e  according to Nei (1978)) and 
deviation from random mating (Fis) were estimated using genetix 4.05.2 (Belkhir et al., 2004). 
The significance of Fis for each population was tested using the resampling method (with 500 
bootstraps) implemented in GENETIX. The allelic richness (Ar) of each population was 
estimated using the rarefaction method (El Mousadik and Petit, 1996), implemented in 
p o p u l a t i o n s  1.2.30 (Langella, 1999), which estimates the mean number of alleles per locus 
for a reduced sample size. The latter analyses (H e , F is  and Ar) were performed using both a 
data set with missing data and one without missing data (excluding individuals with 
amplification failure), as null amplifications may result in an underestimation of genetic 
diversity indices.
Clustering analyses
Globodera rostochiensis individuals were clustered on the basis of their genetic relatedness 
using two successive steps: a multivariate and a Bayesian algorithm analyses. To achieve the 
best assignment for each individual, all individuals with at least one locus without 
amplification were excluded from the data set. For the first step, a factorial correspondence 
analysis (FCA) was performed for the overall data set using g e n e t i x  4.05.2 (Belkhir et al., 
2004). For the second step, the two Bolivian populations, which were genetically distinct from 
all the other populations (see FCA results), were removed from the data set used to performed 
the Bayesian clustering approach implemented in s t r u c t u r e  2.3.3 (Pritchard et al., 2000;
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Falush et al., 2003). Simulations were performed using the admixture model. We estimated the 
number K of genetic clusters (here between K = 1 and K = 20) to which the isolates should be 
assigned. For all simulations, we did not force the model with predefined allele frequencies for 
source clusters. Three independent runs were conducted to assess the consistency of the results 
across runs, and all runs were based on 500,000 iterations after a burn-in period of 100,000 
iterations. We then followed the method developed by Evanno et al. (2005) to identify the 
number of genetically homogeneous clusters. The proportion of membership of each of the 13 
populations in each cluster was then calculated as the mean assignment percentage for each 
population to each genetic cluster.
Results
Microsatellite marker development
The QDD program (Meglécz et al., 2010) was used to explore the 24,046 reads obtained from 
next-generation sequencing and to design primers for microsatellite amplification. Six hundred 
thirty-two sequences with perfect and imperfect motif repetition were identified by the QDD 
program. Among the 481 perfect motifs obtained, 138 were di-nucleotides, 337 were tri­
nucleotide and six were tetra-nucleotides. One hundred fifty-one imperfect motifs were found 
(34 di-, 112 tri- and five tetra-nucleotides). After elimination of all the tri-nucleotide motifs, 
all the imperfect motifs and all the loci showing an amplification size below 100 bp, 96 loci 
remain. Out of these 96 loci, 48 were selected for this study based on the number of repeats 
observed in the motif (at least five repeats) and the absence of tandem-repetition in the 
flanking regions. Twelve microsatellite markers, developed for G. pallida using available 
genomic sequences (J. Montarry, unpublished data), were also used and tested for cross 
hybridization with G. rostochiensis.
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To eliminate monomorphic loci and to validate these 48 markers in Globodera, the selection 
was carried out in simplex using M l 3-tails (Schuelke, 2000) on four populations of G. 
rostochiensis, four populations of G. pallida and one population of G. tabacum. Twenty out of 
the 48 loci (41.6%) failed to produce a good amplification. Among the 28 loci remaining 
39.2% appear to be monomorphic in G. rostochiensis and 71.4% could also be amplified in G. 
pallida and/or G. tabacum populations (Table 1).
The presence of null alleles was then tested on three populations of G. rostochiensis. Four J2 
larvae from four different cysts were used per population and tested twice to reveal non­
amplifying alleles that result in apparent homozygosity (Guichoux et al., 2011). Excessive 
stuttering, split peaks, low heterozygote peak height ratios and other artifacts were also 
considered reasons to discard loci (Guichoux et al., 2011). After these tests, twelve 
microsatellites remained: seven developed from G. rostochiensis and five developed from G. 
pallida. In general, microsatellite markers developed from G. rostochiensis library were more 
polymorphic in G. rostochiensis than those developed from G. pallida (Table 1).
Genetic properties/diversity of G. rostochiensis populations
Among the fifteen G. rostochiensis populations, the number of genotyped individuals varied 
from 21 to 25 and from 12 to 23 for the data sets with and without missing data, respectively 
(Table 2). Allelic richness (Ar), Fis and unbiased estimate of genetic diversity (He) were 
computed for each population, and whichever the data set was used, the mean number of 
alleles per locus ranged from 1.06 to 3.60 and the HE from 0.005 to 0.542 (Table 2). The 
highest genetic diversity (HE > 0.42 and Ar > 2.5) was found in populations B2 and B4 from 
Bolivia. Indices of genetic diversity were intermediate (0.35 > HE > 0.15 and 2.2 > Ar > 1.5) 
for the other South American populations (267, 314 and 3346), for the populations from 
Europe (Eco, Dunk, IDF, Port), for the population from Newfoundland (TN) and for the
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populations from Quebec (Ama, Hya). Finally, the genetic diversity was very low (He < 0.07 
and Ar < 1.5) for populations from United States (NY) and British Columbia (Mar and Kea) 
(Table 2). Fis multilocus estimates were highly variable among populations, ranging from - 
0.170 to 0.263 (Table 2). A significant heterozygote deficit was detected in populations from 
Quebec (Ama, Hya) and from Scotland (Eco). Conversely, a significant heterozygote excess 
was detected in populations from British Columbia (Kea), from the United States (NY), from 
Newfoundland (TN) and from Europe (IDF).
Genetic differentiation was significant for all pairs of G. rostochiensis populations. The lowest 
pairwise F st  values were observed first between populations from geographically proximate 
areas (Table 3): (i) between populations from the same country (Fst < 0.07 between the two 
Peruvian populations or between the two French populations); (ii) between European 
populations ( F st  = 0.1254 between populations Eco and IDF); and (iii) between South 
American populations ( F st = 0.1538 between populations 314 and 3346). The Quebec 
populations (Ama and Hya) also showed a moderate F s t  ( F st  = 0.2463). However, some other 
pairs of populations from distant geographic areas showed moderate F s t  values (i) between 
the population from Scotland (Eco) and populations from Chile (3346) (Fst = 0.1301), Peru 
(314 and 267) (FST = 0.1989 and 0.2292), Portugal (Port) (FST = 0.2436) and Quebec (Hya and 
Ama) (Fst = 0.2024 and 0.2065); (ii) between the French population IDF and populations 
from Chile (3346) ( F st  = 0.2001) and Peru (267) ( F st  = 0.2249); (iii) between the population 
from Quebec (Hya) and populations from Chile (3346) ( F s t  = 0.2085) and Peru (314) ( F s t  =  
0.1759); and (iv) between the Canadian population TN from Newfoundland and populations 
from Quebec (Ama and Hya) ( F s t  = 0.1702 and 0.1756) and from Scotland (Eco) ( F St  =  
0.1939). All other pairwise F st  values were very high (ranging from 0.25 to 0.85), revealing a 
strong genetic differentiation between the corresponding populations (Table 3).
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Table 1: Characterization of 53 microsatellite loci developed for G. rostochiensis or G. pallida.
Number of different alleles observed 
Number during the test assayh
Code
Species 
developed on Primer left sequence Primer right sequence Motif
Size
(bp)
of
alleles“b
G.
rostochiensis
G.
pallida
G.
tabacum
Repeatability
(% )‘
Gr50
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rosnnhiensis
G,
rttslttchiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
G.
rostochiensis
TTTGTCGGGCCT AA A AAGTCi CAAGTTCCTCTCCTATGCCG (ACCA), 322 9(364) 3(16) 0(4) 1 (2) 83
Gr5l TGTTTTCGATGAAAATGAATGTG AATCAGAAAGGAGGAGGGGA (ATGA), 164 N/A 4-6(16) 0(4) 1-2 (2) 83
Gr52 TGGCCAAATAGOCAAAAGAC CGT AAGGGGAAAGGAGAACC (CAAC), 146 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A
Gr53 GCAATTGCATTCTGACATT AAAACGGATAAGAAAGTGAT (CATT), 100 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A
Gr54 TCTCTGTCTGTTGTTCT ATCG ATCTT GAGACTTGAGTGAATTTGAACGC (ATCT), 80 N/A 0(4) 1 (4) 0(2) N/A
Gr55 TGCTTGCATTTCCTTTGATG TTCCTGCTCACGTCTCAGTG (ATAA), 80 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A
Gr56 T ACAGATGTGCCTG AATGGC CTTCCTAAAGCAACAACGGC (GT)ft 314 N/A 4-5(16) 5-7 (4) 3(2) 75
Gr57 AAAGTCGAGAAGGACCCGTT CGATGGT AGCAGCAGTTGAA <CT), 258 N/A 4-5 (4) 2(4) 0(2) N/A
Gr58 GTTTTGGAAAGGCCTTGGAT TG AATG AGCTT ATCACCGCC (GA), 251 N/A 3-4(16) 2(4) 1-2(2) 67
Gr59 GGACGAAATGAATTGTGGCT GACGCGACGCCGTAAAGT (TC), 246 N/A 3-4(16) 0(4) 0(2) 25
Gr60 AC A A AT A AATGG ATTGT AG ATG A A GAGAACAGATTTGGCACTCG (AC), 225 N/A 1-2 (4) 3-5 (4) 2(2) N/A
Gr61 ACAGAACAACCACCGAAAGG ACGT AC ACT ACCCTCCCCCT (GT), 222 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A
Gr62 GGG ACT AAGT A A ACT AG AG AT AG AG GCAAA A AGTTT AAAGCCTC A (GA), 216 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A
Gr63 CAAAGAAGTCAAAGGGCGAC AGGCGG ATGGACT AAATCCT (AG), 196 N/A 1-3(4) 0(4) 0(2) N/A
Gr64 CTTTCGTGGAGAGTCCAAGC CCACAAATTTTACGTTGGAAGA (CT), 188 N/A 2(4) 3(4) 0(2) N/A
Gr65 TTT AGATCTTG ATCGGAGAAA GGAGAAGGAAGAGGAAGCAG (TG), 186 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A
Gr66 CTTTG ACCGGACCCT AATTG CGCTCCCTT ACTTCTTTTCT (AG), 183 N/A 0-2 (4) 0(4) 0(2) N/A
Gr67 ACCTGAACGTCGTCATTTCC TTTTCTT ACCCG AATGGC AC (GT), 180 4(364) 5(16) 1-2 (4) 1-2 (2) 100
Gr68 TGCAAAAGACAATCCATGAAA GAACGTGTCTGTCTGAACGC (TG), 177 N/A 2-3(16) 0-1 (4) 1-2 (2) 42
Gr69 AAGAAGACGCCAAACTCGAA AC AACAGTGCCAGCATTGAG (AG), 172 N/A 1 (4) 1 (4) 1 (2) N/A
Gr70 AACACAAAATGCGAAAGCG TTTTTCTT ATTGCTTCCCTTCC (AG), 169 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A
Gr7l GCCGGTGAAATGGTGTAAAG CCTCCC AAACGTT ACTCTGGT (AG), 166 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A
Selected 
or not
yes
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
yes
no
no
no
no
G.
Gr72 rostochiensis AAAACTTGAAGGATGCGGAA AGGAGGGAAGGAAGAAGTGG
Gr73 rostochiensis ACGT ATTGTCGAAACAGCCC CGCGTACACTCATGTTGAGC
Gr74 rostochiensis CGGTTCGGT AGCC AC AAAT A TTGAGCTGATTCAACAATCCA
Gr75 rostochiensis CCAAAAATGGCACATCCACT GCTGCTGTCGT ACGCAAG AT
Gr76 rostochiensis TGGCAAGTGTCGACAAAAAG AGGTGTGGTGCATGAATGG
Gr77 rostochiensis CCGACTTTTCTCACAGAGCC GGGG AGGGG AAT AGTGTT AG A
Gr78 rostochiensis ACGTCGTCTCACCCTCAACT CCCTTGCGT AAAAG ATGG AA
Gr79 rostochiensis ATT ATCCCCCAAAAGTGGCT TCG ATT A A A AGGC ATTTGGC
Gr80 rostochiensis AGGGAGGAGAGAGGTGGAAA AGGCCTCCGG AGT AG AAAAC
Gr81 rostochiensis TGGAATATTTTTGAAGGGCG CCTCTCTCCTCCTCTTCTCTCC
Gr82 rostochiensis CGTCTGCATTTTGTCGTGTT GTTCCGGCCAAATCCGTC
Gr83 rostochiensis GATCGATGTGAATGAGTGCG GACTTATCCCTCCCCTCTTCC
Gr84 rostochiensis GAGTTTTGCGCTGGTCTTTC TCAACACAATTTCCACTCGG
Gr85 rostochiensis CCAAAAATTGATTGGCATCC AAT ATCGCGTTGTTCCC AAG
Gr86 rostochiensis GCAG AC AT A AAAATCCCCG A TC ACGTCGT AGCTTT ACCCTT
Gr87 rostochiensis GATCGTCCTCGATCCTCAGA GCCGAGG AC AGTTG AGT AGG
Gr88 rostochiensis ACAAGACCTGACT AATGCCA ATCTCT ATCTCT ACTTCC ATTTCT
Gr89 rostochiensis TCAGAAGTGGGTCGGAAGTC CCACCAGTACCAGCAGAACA
Gr90 rostochiensis CGT AGT ACGACGCGTTCAAG GATCCGGCACTGGAGTACAT
Grill rostochiensis GGTTGAAATGACGCAAGTGA G ATCT A ATCCTTCCGGGCTC
Gr92 nrstochiensis GCAGCAAAGAGAAAGAGAGAGG GGTTGGTCTTC AGGGGCT AT
Gr93 rostochiensis AATCCGAAAAATTCATCCGC ATTCTCCAGTGCGCAATTCT
Gr94 rostochiensis GTACATCAATTGACACCTGC GAGT A AAG AC ATAAACT AG AGTG AT
Gr95 rostochiensis AATTGTGGATGAAAATGGCG TCTC ACTC A A ATTCTGTTCTCC A
Gr96 rostochiensis CGG AT AAAAAGCTT AA A ACCCT TGCAAAACGTTCAGATATTTT
Gr97 rostochiensis A ACCC ATG AGCTTCTCT AGC A GGACAAGGAGGAAAGAGGGA
(TC), 159 N/A 0-4(4) 0(4) 0(2) N/A no
(TG), 154 N/A 4(4) 5(4) 0(2) N/A no
(AG), 150 N/A 2-3 (4) 1-2 (4) 0(2) N/A no
(CA)in 147 16(364) 6-7(16) 3-4 (4) 1-3(2) 50 yes
(GT), 145 N/A 3-4(16) 0(4 ) 1 (2) 83 no
(CT)ft 143 N/A 2(4) 2(4) 0(2) N/A no
(TC), 141 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A no
(AC), 136 N/A 2(16) 3(4) 2(2) 100 no
(GA), 134 N/A 0(4) 0(4 ) 0(2) N/A no
(AG), 133 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A no
(GA), 131 N/A 1 (4) 3(4) 2(2) N/A no
(AG), 129 N/A 1-2 (4) 0(4 ) 0(2) N/A no
(AG), 128 N/A 0(4) 0(4 ) 0(2) N/A no
(CA), 123 9(364) 3-5(16) 0(4) 1-2 (2) 92 yes
(AG)g 122 N/A 0(4) 0(4 ) 0(2) N/A no
(GA), 120 N/A 0(4) 0-1 (4) 0(2) N/A no
(AG), 118 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A no
(AG), 116 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A no
(AC),, 115 15(364) 9(16) 0(4) 0(2 ) 100 yes
(GT), 112 5(364) 5(16) 0(4) 0(2) 100 yes
(GA), 109 N/A 1-2(16) 0(4) 0(2) 92 no
(GA), 108 N/A 1-2 (4) 0(4) 0(2) N/A no
(TC), 107 N/A 0(4) 0(4) 0(2) N/A no
(AT), 105 N/A 2-3(16) 1-2 (4) 0(2) 83 no
(AC), 103 7 (364) 5(16) 0(4) 0(2) 83 yes
(CT), 100 N/A 2-4(16) 0(4) 0(2) 58 no
Gpl09 G. pallida TCTCGCAGAAGGGAAAAGAA T AAAAGACGGAAGAACGGGA (ACGG), 133 3 (364) 2-3(16) 4(4) 1-2 (2) 100 yes
Gpl 16 G. pallida ATTCATTCGCAATGTTTCCC TGGAAATGTGAGAAAGGGCT (CGTC)„ 141 6(364) 6(16) 4(4) 2(2) 100 yes
Gpl 18 G. pallida ACCGATGAAGAACATCGTCC TCGTTCCGTCTTCGT A ATCC (TCCGk 133 4(364) 3-5(16) 4(4) 2(2) 100 yes
Gpl 26 G. pallida GTT ATTGTGGCGG ATGGAAT GT ACTGT ATG ATGCCGGGCT (GATT)4 192 3(364) 4-5(16) 3-5 (4) 2(2) 100 yes
Gpl 35 G pallida GCG AA ATG AACGGTCGT AGT ATTACATTGCCCAAATCGGA (GA), 146 5 (364) 2-4(16) 2-4(4, 2(2) 100 yes
“Number of alleles observed during the genotyping assay.
'The number in parentheses refers to the number of individuals genotyped
“Percentage of repeatability was calculated as the proportion of the twelve J2 larvae tested that showed the same profile in two separate amplifications
Table 2: Potato cyst nematode populations used in the present study, genetic diversity 
indices (H e and Ar) and deviation from random mating (F is), as estimated using both 
data sets (i.e. with and without missing data) for each G. rostochiensis population.
W ith m issing da ta W ithout m issing d ata
Country Code n H e A r (n=21) Fis H e A r (n=12) Fis
Canada
(British Columbia)
Kea 24 0.030 1.16 -0.106* 0.005 1.06 0.000
United States 
(New York)
NY 22 0.029 1.17 -0.063* 0.024 1.20 -0.046
Canada
(British Columbia)
Mar 21 0.069 1.25 0.057 0.056 1.53 0.133
France
(Ile de France)
IDF 25 0.234 1.46 -0.116 0.229 1.84 -0.170*
Canada
(Newfoundland)
TN 25 0.211 1.58 -0.107* 0.213 1.58 -0.108*
France
(Dunkerque)
Dunk 25 0.178 1.81 0,109 0.169 1.64 0.140
Portugal Port 24 0.227 1.82 0.077 0.210 1.93 0.007
Canada, Quebec 
(St-Hyacinthe)
Hya 25 0.253 1.82 0.272* 0.250 1.77 0.263*
Canada, Quebec 
(St-Amable)
Ama 23 0.216 1.89 0.179* 0.213 1.75 0.203*
Chile 3346 25 0.321 1.91 -0.045 0.320 2.05 -0.062
Peru 314 25 0.291 2.07 -0.045 0.278 2.21 -0.097
Scotland Eco 25 0.329 2.08 0.238* 0.321 2.00 0.212
Peru 267 25 0.254 2.15 -0.008 0.252 1.97 0.008
Bolivia B4 25 0.429 2.53 0.109 0.436 3.25 0.112
Bolivia B2 25 0.542 3.52 0.091 0.522 3.60 0.043
n, number of individuals genotyped; He, unbiased estimate of gene diversity (Nei, 1978); Ar, 
allelic richness corrected for sample size (standardization to a sample size of 21 individuals 
and 12 individuals for data sets with and without missing data, respectively). Fis significantly 
higher or lower than zero are indicated with an asterisk.
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Table 3: Pairwise Fst distances between G. rostochiensis populations.
267 314 3346 Ama B2 B4 Dunk Eco Hya IDF Kea Mar NY P o rt
314 0.0695
3346 0.2636 0.1538
Ama 0.3793 0.3231 0.3001
B2 0.5244 0.5272 0.5312 0.5569
B4 0.2742 0.3167 0.3685 0.4358 0.4182
Dunk 0.3632 0.3637 0.2848 0.5648 0.5664 0.3839
Eco 0.2292 0.1989 0.1301 0.2065 0.4958 0.3401 0.2625
Hya 0.2520 0.1759 0.2085 0.2463 0.5228 0.3912 0.3907 0.2024
IDF 0.2249 0.2512 0.2001 0.4287 0.5375 0.3430 0.0673 0.1254 0.2823
Kea 0.5673 0.5425 0.5175 0.5290 0.6720 0.6067 0.7011 0.3015 0.5774 0.5346
M ar 0.3914 0.3833 0.4287 0.6000 0.6493 0.5047 0.5662 0.3033 0.5731 0.3988 0.6150
NY 0.3725 0.3908 0.5316 0.6425 0.6539 0.5424 0.6391 0.3892 0.5733 0.4770 0.8516 0.6377
Port 0.4135 0.3006 0.3016 0.3275 0.5761 0.4665 0.5202 0.2436 0.3325 0.4419 0.6773 0.6192 0.5618
TN 0.2604 0.2730 0.3509 0.1702 0.5308 0.3875 0.4760 0.1939 0.1756 0.3245 0.5362 0.5709 0.5170 0.3557
Clustering analyses and geographic distribution of genetic clusters
A multivariate analysis was performed using the 272 G. rostochiensis individuals, i.e. from the 
data set without missing data, in order to obtain the best assignment for each individual. The 
first three axes of the factorial correspondence analysis (FCA) explained 50.43%, 17.03% and 
7.46% of the genetic variation between individuals, respectively. This analysis showed that the 
Bolivian populations, B2 and B4, were genetically distinct from the thirteen other populations 
which cluster together on the three dimensional FCA graph (Figure 1).
After discarding the Bolivian populations, a Bayesian clustering analysis was performed on 
the 245 individuals from the thirteen populations which were indistinguishable using FCA. 
This clustering, performed using structure, clearly indicated that the posterior distribution of 
the allele frequencies among clusters was best explained with a grouping into K = 3 genetic
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Figure 1: Clustering results of G. rostochiensis individuals A: Factorial correspondence 
analysis (FCA) performed on 272 individuals from fifteen G. rostochiensis populations. Each 
point represents an individual. Three genetically distinct clusters were highlighted: the first 
groups together all individuals from the Bolivian population B2, the second groups together all 
individuals from the Bolivian population B4, and the third groups together individuals from 
the thirteen remaining populations. B: Bayesian clustering analysis ( s t r u c t u r e )  performed 
on 245 individuals from thirteen G. rostochiensis populations (excluding B2 and B4). Each 
vertical line represents an individual whose genome is partitioned into three genetic clusters 
(represented by the three different colors). Vertical bars separate individuals from the different 
populations which are indicated above.
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Figure 2: Geographical position of each G. rostochiensis population used in this study 
and mean assignment percentage for each of the thirteen populations to each of the three 
genetic clusters as defined by the STRUCTURE analysis.
clusters (Figure 1). Applying an assignment threshold of 0.75, 86% of individuals (211 out 
245) could be assigned to only one genetic cluster, indicating that the three clusters were well 
differentiated.
The proportion of membership of each of the thirteen pre-defined populations in each of the 
three clusters, i.e. the mean assignment percentage for each population to each genetic cluster, 
showed that: (i) South-American populations (267, 314 and 3346) and the French populations 
IDF and Dunk were well assigned to cluster 1 ; (ii) populations from Quebec (Hya and Ama), 
Newfoundland (TN), Scotland (Eco) and Portugal (Port) were assigned to cluster 2; and (iii)
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populations from United States (NY) and British Columbia (Mar and Kea) were assigned to 
cluster 3 (Figs. IB and 2). Interestingly, several G. rostochiensis populations that are 
geographically close (at the global scale) were assigned to distinct genetic clusters, as 
observed for the four European populations and the four populations sampled from eastern 
North America (Figure 2).
Discussion
The primary objective of this study was to develop microsatellite markers for the golden 
nematode, G. rostochiensis, in order to characterize the genetic links between fifteen globally 
distributed populations, including the populations recently found in Quebec. Next generation 
sequencing coupled with microsatellite motif-enriched libraries has greatly facilitated the 
development of these markers by reducing the cost, labor and time required. This method, 
proposed by Malausa et al. (2011), proved to be effective and suitable for many different 
organisms. The assay developed here consists of three sets of four multiplexed microsatellites, 
which survey sufficient diversity to study G. rostochiensis population genetics. An average of
7.2 alleles/locus was observed among the loci used, which is slightly higher than that observed 
in other plant parasitic nematode microsatellite panels (Mulet et al, 2011; Thiéry and 
Mugniéry, 2000). Some of these markers also showed cross-amplification between G. 
rostochiensis, G. pallida and G. tabacum and could serve to analyze the genetic diversity of 
these species in future studies.
It is widely accepted that the golden nematode, like its close relative, G. pallida, originates 
from South America (Spears, 1968; Evans et al., 1975; Evans and Stone, 1977). In 
introduction events, populations generally lose genetic diversity because of genetic drift and 
founder effects. Thus, it was expected that we would find a higher genetic diversity in 
populations from South America than Europe. Our results are consistent with this hypothesis;
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the five populations from South America, especially those from Bolivia, showed a higher 
genetic diversity than those originating from Europe and North America (Table 2). At the 
same time, our results indicate that the Bolivian populations are distinct from the thirteen other 
populations (Figure 1). Based on this observation, the European populations would appear to 
originate from either Peru or Chile. This result is supported by the STRUCTURE analysis, which 
indicates that the French populations are clustered with these three South American 
populations. It has been proposed that all the European G. pallida come from a single area in 
the south of Peru (Plantard et al., 2008). Thus, our results are consistent with G. rostochiensis 
being introduced at the same time as its sister species, a hypothesis reinforced by the fact that 
both species can be found sympatrically around Lake Titicaca (Evans et al., 1975).
After the initial introduction in Europe, most of G. rostochiensis infestations around the world 
appear to occur with the import of contaminated seed tubers of new varieties from Europe 
(Evans and Stone, 1977; Spears, 1968; Rott et al., 2010). Our data are consistent with this as a 
close association of European populations with those found in Quebec and Newfoundland is 
observed in Figure 2 and confirmed by low Fst values (Table 3). Moreoever, the only three 
pairs of identical multilocus genotypes observed were found between the two closely related 
populations from Peru (267 and 314) or between St. Hyacinthe (Hya) and the populations 
from Scotland (Eco) or France (Dunk) (data not shown).
Although the “nearest neighbor theory” has been proposed for Quebec PCN, our study showed 
that there is no relationship between New York or British Columbia populations and Quebec. 
These populations (Kea, Mar, and NY) cluster together when analyzed by the s t r u c t u r e  
software and are well separated from the other populations tested in this study. Interestingly, 
these three North American populations exhibit the overall lowest genetic diversity (Table 2). 
One could argue that this is the result of repeated rounds of reproduction in laboratory but, for 
New York population, the cysts used in this study came from propagation strategies that were 
specifically designed to maintain a maximum level of diversity (Thurston, pers. comm.). Thus,
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the low genetic diversity is probably an intrinsic property of these populations. This could be 
due to a strong founder effect resulting from the introduction of a limited number of cysts. 
However, Picard et al. (2004) have shown, using G. pallida, that most of the genetic 
variability of cyst nematodes populations can be found at the scale of a single plant. Thus, a 
limited number of cysts could be sufficient to introduce a large part of the genetic variability 
existing in the population of origin. Another possible explanation is that the practice of 
quarantine measures in British Columbia and New York over the last decades have 
considerably reduced the level of infestation, which have greatly reduced genetic diversity in 
the remaining populations. A recent survey on Vancouver Island, British Columbia by Rott et 
al. (2010) showed that fields with no known quarantine infractions were found to be free of 
viable cysts. In New York, APHIS announced in December 2010 that two townships had been 
removed from the quarantine area (USDA APHIS PPQ, 2011). This supports the effectiveness 
of quarantine measures to reduce population size and genetic diversity, two achievements that 
will hamper the potential of further spreading, adaptation and establishment. However, some 
fields where potatoes carrying the HI resistance gene have been grown for multiple years are 
now infested with populations adapted to this resistance gene (Brodie, 1995). The loss of 
effectiveness of the commonly used HI resistance gene against this pathotype renders the 
development of new resistance extremely difficult. The emergence of this subpopulation 
highlights the importance of determining the route of introduction in order to establish adapted 
management practices based on assumptions of pathotype presence in the population(s) of 
origin.
Our analyses indicate that it is very unlikely that the source of introduction to potato cyst 
nematode populations in Quebec originated from British Columbia or New York. This suggest 
that a minimum of two introductions with different origins would have had to have occurred in 
North America: (i) one in Quebec and/or Newfoundland directly or indirectly from European 
populations belonging to cluster 2 (i.e. Port and Eco), and (ii) one in British Columbia and/or 
New York from a currently unidentified location, as inferred by the fact that these populations 
make up an independent genetic cluster. In our dataset, the populations from Quebec and
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Newfoundland were genetically closer from the Scottish population based on Fst (0.33, 0.33 
and 0.36 for Port versus 0.21, 0.20 and 0.19 for Eco, see Table 3), but we cannot exclude that 
another unsampled European population could be genetically closer than those used here.
Understanding dispersal modes and genetic links between populations is essential to prevent 
further spreading and to develop effective control strategies. However, to date, the availability 
of genetic markers has been limited for the golden nematode. The development of new 
microsatellite markers has permitted us to characterize the genetic links between fifteen 
populations around the world, and showed that a minimum of two introductions occurred in 
North America. It was recently shown that virulence is not independent of genetic proximity 
in G. pallida (Hockland et al., 2012). In this case, the deployment of resistant cultivars proven 
to be effective in the region of origin of the pest should be favored. As such, our results 
suggest that breeding programs for eastern Canada should employ G. rostochiensis resistance 
sources that have proven effective in northwestern Europe. Likewise, the development of 
biological control strategies should also consider using this kind of study as well-adapted 
natural predators or effective parasites are most likely to be found in the region of origin of a 
specific population.
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CHAPITRE 2: STANDARDISATION DE l’EXSUDAT RACINAIRE DE POMME DE
TERRE
3.1 Introduction
La rhizosphère, zone du sol influencée biologiquement et chimiquement par les racines des 
plantes, fournit un environnement extrêmement diversifié pour les communautés de micro et 
de macro organismes. En effet, les racines des plantes émettent de nombreuses molécules, 
permettant un grand nombre d’interactions entre elles et leur environnement (Bais et al., 
2006). Ces composés comprennent des sucres, des acides aminés, des peptides, des enzymes, 
des vitamines, des acides organiques, des nucléotides, des stimulants de champignons ainsi 
que des inhibiteurs et attractants pour n’en nommer que quelques-uns (Shukla et a l, 2011; 
Rovira, 1969). Ds procurent donc un énorme potentiel pour une multitude d’interactions 
chimiques, physiques ou biologiques entre les racines elles-mêmes, entre les racines et les 
insectes ainsi qu’entre les racines et les microorganismes du sol (Bais et a l, 2006).
De nombreux facteurs influencent les composés organiques émis par les racines. L’âge de la 
plante, la température, l’intensité lumineuse, le taux de nutriments, les microorganismes 
présents dans le sol, le milieu de culture, l’humidité du sol et les dommages chimiques ou 
physiques de la racine semblent jouer un rôle important durant le processus. Également, 
l’espèce de la plante change le nombre, le type et la balance des molécules relâchées.
La signature chimique de l’exsudat racinaire des plantes est perçue comme signal menant à 
des interactions positives ou négatives. Des interactions positives découlant de ce mécanisme 
incluent l’induction de mécanismes de défense chez les plantes voisines ou encore des
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associations symbiotiques entre la plante et les microorganismes du sol (Bais et al., 2006). Par 
exemple, notons la formation de nodules par rhizobia pour la fixation d’azote (Bais et al., 
2006), ou encore la production d’un biofilm ou d’antibiotiques par les bactéries contre certains 
organismes pathogènes (Bais et al., 2004). Au contraire, certaines interactions négatives 
peuvent découler de ce même phénomène comme la compétition, le parasitisme ou encore 
l’herbivorie (Bais et al., 2006).
En agriculture, les microorganismes pathogènes du sol s’avèrent être une source importante de 
coûts de production (Raaijmakers et al., 2009). Deux catégories principales se distinguent : les 
champignons et les nématodes (Raaijmakers et al., 2009). Dans le cas des champignons, ils 
sont généralement sous forme dormante de spores ou de sclérotes dans le sol en absence de 
plante hôte. Lors d’apparition de conditions favorables et lorsque qu’une graine ou une racine 
s’approche du champignon, celui-ci est stimulé par l’exsudat racinaire de la plante hôte 
(Raaijmakers et al., 2009; Schroth et Hildebrand, 1964). Il croît alors vers son hôte, s’attache à 
sa surface, y pénètre et infecte ses cellules (Raaijmakers et al., 2009). Également, la relation 
qui existe entre les racines des plantes et les nématodes phytoparasites est très spécifique. Par 
exemple, les NKPT sont stimulés uniquement par l’exsudat racinaire de la famille des 
Solanacées, plus spécifiquement du genre Solanum (Rovira, 1969).
Comme de nombreuses études sur le nématode doré nécessitent l’utilisation d’exsudat 
racinaire de pomme de terre, il est d’une importance capitale d’obtenir des méthodes de 
récolte standardisées permettant un maximum d’éclosion. Dans le but d’obtenir un exsudât de 
grande qualité, la présente étude décrit les résultats d’expérimentation réalisée afin de 
déterminer : (i) quel est le meilleur substrat à utiliser, et (ii) combien de temps l’exsudat peut 
être conservé avant de subir une dégradation et à quelle température il est préférable de le 
conserver.
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3.2 Matériel et méthode
3.2.1 Récolte d ’exsudât racinaire
Environ 70 plants de pommes de terre de variété Snowden sont utilisés pour l’expérience. La 
moitié d’entre eux pousse dans un substrat de perlite et l’autre moitié dans un substrat de sable 
et de terre noire (3 :1). Afin de standardiser la grosseur des plants, des germes de pomme de 
terre de grosseur égale sont prélevés. Ces germes sont préalablement séchés pendant 24 h, afin 
de minimiser les risques d’infections par des agents pathogènes. Ils sont par la suite 
transplantés dans des pots contenant un litre de terre ou de perlite. Les bouteilles sont 
installées dans une chambre de croissance Phytotron où la température y est stabilisée à 22 ± 
2 °C, l’humidité relative à 60 ± 10 % et l’éclairage à 16 heures de lumière pour 8 heures 
d’obscurité.
Comme la production de l’exsudat racinaire varie avec la phase végétative du plant pour 
atteindre un optimal à trois semaines après l’émergence (Rawsthome et Brodie, 1986), la 
récolte d’exsudat racinaire débute lorsque les plants atteignent une hauteur moyenne de 15 cm 
et se répète chaque semaine, afin d’imiter le plus possible les conditions naturelles. Le jour de 
la collecte, les plants ne sont pas arrosés. Chaque pot est lentement saturé avec de l’eau du 
robinet. Une fois la saturation atteinte, 50 ml d’eau supplémentaire est ajouté. L’exsudat du 
premier lessivage est récolté par gravitation. Cet exsudât est alors repassé deux autres fois 
dans le sol, pour aller chercher le maximum de composants. L’exsudat de tous les plants d’un 
même substrat est rassemblé et filtré pour enlever les grosses particules pouvant s’être 
échappées des pots. Il est ensuite entreposé dans diverses bouteilles opaques, et entreposé à 
4 °C ou à -20 °C.
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3.2.2 Test d ’éclosion
Quinze kystes par réplicat sont utilisés, et il y a dix réplicats par traitement. Les kystes, 
tamisés pour obtenir une grosseur comprise entre 600 et 850 microns, sont d’abord réhydratés 
sur papier filtre une semaine avant le début de l’expérience. Ils sont ensuite mis en contact 
avec l’exsudat racinaire de la première semaine dilué de moitié avec l’eau du robinet (Turner 
et a l, 2009). Chaque semaine, ce liquide est changé pour de l’exsudât racinaire de la semaine 
suivante et le décompte des larves est réalisé au stéréomicroscope (Scholte 2000). Cette étape 
est répétée pendant huit semaines. Les kystes sont conservés à l’obscurité à 24 ± 2 °C durant 
toute l’expérience. A la fin du test, les larves écloses de chaque semaine sont additionnées et 
les kystes sont broyés afin de dénombrer les œufs viables n’ayant pas éclos à l’aide d’un 
microscope (Anonyme, 2009). Le pourcentage d’éclosion est déterminé en divisant le nombre 
de larves écloses par le total du nombre initial d’œufs viables, c’est-à-dire le total de larves 
écloses et le nombre d’œufs viables restant dans les kystes.
Les kystes utilisés sont la souche de St-Amable. L’exsudat racinaire des deux substrats est 
testé frais, conservé pendant 24 h, un mois, trois mois et six mois, et ce à 4 °C ou à -20 °C. 
Dans le but de vérifier si l’exsudat fonctionne chez d’autres souches, l’exsudat de perlite âgé 
de 24 h et conservé à 4 °C a été testé sur la souche de St-Hyacinthe et de Colombie- 
Britannique (souche Mar).
3.2.3 Réplicat
La récolte d’exsudat racinaire et tous les tests d’éclosion ont été réalisés deux fois séparément. 
Les deux expériences sont donc complètement distinctes et ont été traitées indépendamment 
statistiquement.
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3.2.4 Analyses statistiques
Toutes les analyses ont été effectuées à l’aide du logiciel R 2.13.0 avec seuil alpha de 0,05 
(test bilatéral). Le test de Shapiro-Wilk a permis de tester la normalité des données. Ceux de 
Bartlett et de Levene sur la médiane ont été utilisés afin de vérifier l’égalité des variances. Les 
tests paramétriques de t, de l’ANOVA ainsi que de Tuckey ont été effectués. Par contre, les 
résultats d’ANOVA ont été appuyés par des tests non paramétriques, car ils ne respectaient 
pas toujours l’égalité des variances et la normalité de la distribution des données. Pour ce 
faire, les tests de Friedman et de Wilcoxon avec correction de Bonferroni ont été utilisés.
3.3 Résultats
Des tests de Shapiro-Wilk ont été effectués sur tous les traitements des deux réplicats. Ils se 
sont tous révélés normaux, exceptés trois groupes : le six mois de conservation à -20 °C pour 
le substrat de sable ainsi que le un mois de conservation à 4 °C pour le substrat de perlite 
(premier réplicat), et le 24 h de conservation à 4 °C pour le substrat de sable (deuxième 
réplicat).
Dans le but d’obtenir une plus grande puissance statistique, les deux réplicats ont été comparés 
afin de jumeler les données. Par contre, par manque de temps, les temps de conservation trois 
mois et six mois n’ont pas pu être testés dans le deuxième réplicat. Ainsi, les exsudats de 
chacun des substrats récoltés frais et conservés 24 h et un mois ont été comparés entre eux. 
Comme les variances sont significativement différentes selon le test de Levene (P = 0,018) et 
que deux des groupes n’ont pas une distribution normale, les tests de l’ANOYA et de 
Friedman ont été appliqués et ont démontré une différence significative entre les différents 
groupes (P < 0,001 et P < 0,001). Les tests de comparaisons multiples de Tuckey et de 
Wilcoxon avec correction de Bonferroni ont montré des différences significatives entre quatre
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et trois des dix paires de traitements similaires, respectivement. Les deux réplicats sont donc 
traités de façon complètement indépendante.
3.3.1 Quel est le meilleur substrat?
3.3.1.1 Premier réplicat
Les pourcentages d’éclosion frais provenant des deux substrats ont été comparés (89,6% 
d’éclosion pour le sable et 93,8% pour la perlite). Les variances entre les deux substrats 
n’étant pas différentes selon le test de Bartlett (P = 0,59) et les distributions de ces deux 
traitements étant normales, un test de t indépendant a été réalisé et n’a pas révélé une 
différence significative, malgré la proximité du seuil (t = 1,88; df = 17,41; P = 0,08).
3.3.1.2 Deuxième réplicat
Les mêmes tests statistiques ont été utilisés pour le deuxième réplicat et des pourcentages de 
90,5 pour le substrat de sable et de 85,8 pour le substrat de perlite ont été révélés. Encore une 
fois, les variances se sont avérées égales (P = 0,22) et les données distribuées de façon 
normale. Par contre, le test de t indépendant a confirmé une différence significative entre les 
deux substrats (t = -2,5912; df = 15,493; P = 0,020).
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3.3.2 Combien de temps l ’exsudat peut-il être conservé avant de subir une dégradation et à 
quelle température est-il mieux de le conserver?
3.3.2.1 Premier réplicat
Les exsudats provenant des deux types de substrat ont été analysés séparément. En ce qui 
concerne celui provenant du substrat de sable, le test de Levene a vérifié l’égalité des 
variances entre tous les traitements et a démontré une différence significative (P < 0,001). 
Ainsi, l’ANOVA et le test de Friedman ont été utilisés de pair et ont tous deux confirmé la 
présence d’une différence significative entre les traitements (P < 0,001 et P < 0,001). Les tests 
de Tuckey et de Wilcoxon avec une correction de Bonferroni ont été utilisés pour les 
comparaisons multiples (Figure 3A). Dans le but de standardiser la présentation des données, 
seulement les résultats du test de Tuckey sont montrés puisque le test non paramétrique ne 
changeait pas les conclusions générales.
De la même façon, l ’égalité des variances a été vérifiée pour le substrat de perlite et n’a 
montré aucune différence significative (P = 0,27). Puisqu’un seul groupe s’est avéré ne pas 
suivre une distribution normale, et vu la robustesse de l’ANOVA face à la non-normalité des 
données, ce test paramétrique a été privilégié par rapport au test de Friedman. Une différence 
significative entre les traitements a été trouvée (P < 0,001) et les résultats du test de Tuckey 
sont montrés à la Figure 3B.
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Figure 3: Pourcentages d’éclosion en fonction du traitement. En A) et en B), l’exsudat du 
substrat de sable et de perlite au premier réplicat, respectivement. En C) et en D), l’exsudat du 
substrat de sable et de perlite au deuxième réplicat, respectivement.
3.3.2.1 Deuxième réplicat
La variance étant identique à l’intérieur de chacun des substrats (perlite P = 0,09 et sable P = 
0,12) et un seul groupe ne suivant pas la distribution normale, des ANOVA ont été effectuées 
et se sont toutes deux révélées significatives (perlite P < 0,001 et sable P < 0,001). Les 
résultats des tests non paramétriques étant similaires, ceux du test de Tuckey sont présentés à 
la Figure 3C et 3D.
3.3.3 L ’exsudat est-il aussi efficace chez d ’autres souches?
Un problème d’ordre technique lors du deuxième réplicat des souches de St-Hyacinthe et de 
Colombie-Britannique a mené au rejet de ces données. Seulement les résultats du premier 
réplicat sont donc disponibles. Les pourcentages d’éclosion sont : pour Saint-Amable 96,5 % 
(±0,6), pour Saint-Hyacinthe 93,8 % (±1,3) et 96,1 % (±0,9) pour la Colombie-Britannique.
Le test de Shapiro-Wilk a été utilisé sur chacune des populations et a révélé qu’elles étaient 
toutes distribuées de façon normale. L’égalité des variances a été confirmée par le test de 
Levene (P = 0,20) et une ANOVA a démontré qu’il n’y a pas de différence significative entre 
les trois populations (P = 0,12).
3.4 Discussion
Lors de recherche en lutte intégrée, des essais en laboratoire sont, la plupart du temps, d’abord 
exécutés avant l’application en champ. Dans le cas des NKPT, l’effet potentiel de divers 
produits d’intérêts peut être testé en comparant l’éclosion d’individus exposés par rapport aux 
témoins. Pour ce faire, il est important d’avoir sous la main un exsudât racinaire permettant un 
maximum d’éclosion, afin d’observer l’effet réponse aux traitements. B est également 
important que cet exsudât soit relativement stable dans le temps, afin d’avoir un standard entre 
les différents réplicats de l’expérience, qui peuvent être effectués plusieurs mois plus tard. Par 
contre, il est noté que pour un exsudât récolté et utilisé frais, l’éclosion est très irrégulière et 
complètement imprévisible, et ce, due à de nombreux facteurs tels que la fluctuation de la 
température jours par jours, la fréquence d’arrosage (Fenwick, 1949) et la grosseur du système 
racinaire (Rawsthome et Brodie, 1986). Ainsi, il devient important de pouvoir récolter une 
grande proportion de cet exsudât racinaire et de le conserver, afin de s’en servir lorsque désiré.
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Cependant, dans la littérature, aucun consensus n’est fait quant au protocole à privilégier pour 
sa récolte et sa conservation. Certains auteurs utilisent un sol plus organique qui contient des 
microorganismes favorables à la production de facteurs d’éclosion. Par exemple, des substrats 
de sable (Den Nijs et Lock, 1992) ou un mélange de sable et de loam en diverses proportions 
(Widdowson, 1958; Fenwick, 1949) sont utilisés. D’autres utilisent un substrat plus stérile tel 
que le gravier (Devine et Jones, 2003; Devine et Jones, 2001), qui permettrait de récupérer les 
facteurs d’éclosion non attachés à la matière. Quant à la récolte d’exsudat elle-même, la 
méthode diverge beaucoup également. Des études débutent la récolte d’exsudat racinaire de 
pomme de terre dès l’obtention d’une masse modérée de racines (Fenwick, 1949). D’autres 
commencent à divers moments après l’émergence des tiges, variant de trois jours (Devine et 
Jones, 2000) à deux semaines (Byme et al., 2001), ou encore trois semaines (Devine et Jones, 
2003). La fréquence de récolte est aussi très variable, passant de chaque jour pendant cinq 
jours (Byme et al., 2001), chaque jour pendant trois semaines (Devine et Jones, 2000) ou tous 
les 48 h durant trois semaines (Devine et Jones, 2003). Quant à la conservation du liquide 
après la récolte, c’est le même constat : beaucoup d’auteurs conservent l’exsudat racinaire à 
4 °C (Ryan et Jones, 2004; Devine et Jones, 2001; Den Nijs et Lock, 1992; Turner et Stone, 
1981), alors que d’autres le congèlent (Rawsthorne et Brodie, 1986). Fenwick (1949) stipule 
qu’il peut être conservé à 4 °C sans une diminution de la qualité jusqu’à plus de trois ans. Par 
contre, d’autres évidences démontrent que la qualité de l’exsudat racinaire conservé à 3 °C 
semble diminuer rapidement durant les deux premiers mois (Widdowson, 1958). Selon 
Ellenby et Smith (1967) qui ont effectué deux réplicats d’un test d’éclosion, ils ont obtenu des 
résultats semblables, mais moins évidents dans le deuxième test. Ils concluent que ceci peut 
être dû à la conservation des échantillons d’exsudat racinaire entre les deux tests. En effet, il 
était conservé au réfrigérateur, alors qu’avant le premier test il était congelé.
Ces nombreuses procédures dans la littérature concernant la récolte et la conservation de 
l’exsudat racinaire démontrent un urgent besoin de développer des méthodologies afin de 
standardiser et ainsi réduire ce type de variabilité pour les résultats obtenus en laboratoire. 
Diverses variables ont donc été testées dans cette étude. D’abord deux substrats différents ont
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été comparés, soit du type organique, un mélange de sable et de terre noire, et un de type 
stérile, soit de la perlite. Les deux exsudats racinaires ont subi différents temps de 
conservation, soit 24 h, un mois, trois mois et six mois, afin de mesurer les changements du 
niveau d’efficacité par rapport à un exsudât frais. Il a également été regardé si la température 
sous laquelle ils étaient conservés (4 °C ou -20 °C) permettait de préserver l’efficacité dans le 
temps.
3.4.1 Quel est le meilleur substrat?
Lors du premier test, aucune différence significative n’a été trouvée entre les exsudats 
provenant des deux milieux différents. Pourtant, lors de la répétition de l’expérience, l’exsudat 
de sable a semblé provoquer une éclosion supérieure à celle de perlite. Ces résultats 
concordent avec Fenwick (1949) qui stipule l’éclosion très irrégulière que provoquent des 
exsudats récoltés frais. Par contre, bien que la différence soit significative, seulement 5 % 
d’éclosion diffère entre les deux substrats. D’autres réplicats sont nécessaires avant de 
conclure que l’exsudat provenant d’un sol de perlite peut être significativement moins 
efficace.
Lors du deuxième réplicat, des troubles mécaniques de la chambre de croissance ont dû 
provoquer le déplacement des plants à d’autres chambres, stressant potentiellement les plants 
de pommes de terre. Suivant le protocole, la hauteur minimum requise des plants avant de 
débuter la récolte n’a pas pu être respectée. En effet, les plants n’ont jamais atteint cette 
hauteur. La récolte a plutôt débuté lorsque les plants commençaient à développer leurs 
bourgeons floraux, stade phénologique que les plants du premier réplicat n’ont atteint que vers 
la quatrième semaine de récolte. Comme il a déjà été exposé dans la littérature que l’éclosion 
peut être influencée par le stade phénologique de la pomme de terre (Rawsthome et Brodie,
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1986), il est possible que ce soit la cause de la différence existant entre les deux substrats lors 
du deuxième traitement.
3.4.2 Combien de temps l ’exsudat peut-il être conservé avant de subir une dégradation et à 
quelle température est-il mieux de le conserver?
Lors du premier réplicat, les exsudats racinaires provenant des deux milieux ne semblent pas 
se dégrader au même rythme. En effet, en ce qui concerne le substrat de sable, il semblerait 
qu’il subisse une diminution de son efficacité à partir du sixième mois de conservation lorsque 
maintenu à -20 °C, tandis qu’il n’y a pas de différence significative avec le produit frais 
jusqu’à six mois à 4 °C (Figure 3A). Au contraire, il semblerait que l’exsudat du milieu de 
perlite conserve sa qualité jusqu’à six mois lorsqu’il est congelé et subirait une diminution 
marquée à partir d’un mois à 4 °C (Figure 3B).
Ces résultats ne sont cependant pas appuyés par le deuxième réplicat. En effet, les deux 
exsudats démontrent une diminution significative de leur potentiel à faire éclore à partir d’un 
mois de conservation par rapport au frais et ce, peu importe la température à laquelle il est 
conservé.
Ainsi, il a été montré dans cette expérience qu’il existe bel et bien une diminution de la qualité 
des exsudats racinaires dans le temps. Cependant, les résultats divergeant entre les deux 
réplicats, aucune conclusion ne peut stipuler sur le temps avant cette diminution. Le premier 
relate une conservation à plus long terme (jusqu’à six mois) et le deuxième à court terme 
(24 h). À défaut de rajouter davantage de réplicats à cette expérience, il serait recommandé, 
pour le moment, d’utiliser de l’exsudat racinaire récolté frais, malgré la variabilité de 
l’éclosion que celui-ci peut démontrer.
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En regard de la variabilité des résultats obtenus, il serait intéressant de tester d’autres 
techniques de conservation. Par exemple, la lyophilisation est une méthode souvent utilisée 
dans l’industrie pharmaceutique et permet de garder la stabilité du produit traité. Celui-ci 
contient alors une très faible teneur en humidité et peut être entreposé sur une période 
prolongée (Tsinontides et al., 2004). Cette technique pourrait donc être une alternative à la 
conservation congelée ou réfrigérée.
3.4.3 L ’exsudat racinaire développé est-il aussi efficace chez d ’autres souches?
Les résultats de la première expérience ont démontré que l’exsudat racinaire provenant du 
substrat de perlite et conservé durant 24 h à 4 °C était tout aussi efficace chez la souche de St- 
Amable que celles de St-Hyacinthe et de Colombie-Britannique.
En général, les taux d’éclosion de toutes les expériences se sont avérés très élevés, pouvant 
atteindre une moyenne de 96 %. Par contre, les taux d’éclosion maximaux que suggère la 
littérature sont de 80 % en présence de plantes hôtes (Jones, 1970). L’une des explications 
possibles de cette différence réside dans le décompte des œufs viables. En effet, puisque ce 
décompte se trouve être une observation qualitative des œufs, il est possible que ceux-ci soient 
considérés non viables alors qu’en fait ils le sont toujours. Une technique moins subjective 
serait donc à privilégier, telle que la coloration par le bleu de Meldola qui teinte les œufs non 
viables (Shepherd, 1962) ce qui permet de les différentier des œufs viables non colorés.
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CONCLUSION
L’application de mesures phytosanitaires afin de protéger tant les plantes cultivées que 
sauvages est d’une importance capitale dans le but de réduire les impacts négatifs de 
l’introduction de nématodes parasitaires des plantes. Auparavant, le manque de connaissance 
sur la biologie et les dommages causés par ces nématodes a contribué à plusieurs introductions 
involontaires. Aujourd’hui, les deux espèces de nématodes à kyste de la pomme de terre, 
Globodera rostochiensis et G. pallida, sont régies par de strictes réglementations visant à 
prévenir leur propagation par de nombreux gouvernements (Hockland et a i, 2012).
La vaste gamme de virulence retrouvée chez ces deux espèces, c’est-à-dire leur habileté de 
surmonter la défense naturelle de l’hôte (gène de résistance), a mené au développement de 
deux schémas internationaux de classification (Canto saenz et De scurrah, 1977; Kort et a i, 
1977). Par contre, il est maintenant généralement accepté que cette classification est 
insuffisante pour refléter toute la complexité de la virulence retrouvée (Hockland et a l, 2012). 
Ainsi, la virulence que possède une population n’est qu’une partie de celle qui existe 
probablement dans la région d’origine des deux espèces, comme c’est le cas pour les 
populations européennes (Phillips et Trudgill, 1998). Cependant, cet outil déficient proposé 
par Kort et al. (1977) est toujours utilisé, car il est le seul disponible pour la sélection de 
cultivars résistants. Par contre, Phillips et Trudgill (1998) concluent dans leur étude que la 
variation génétique peut refléter des différences en terme de virulence. Ainsi, regrouper les 
populations avec des méthodes moléculaires pourrait être d’une grande utilité.
L’objectif premier de cette étude visait à mettre au point un outil moléculaire afin de comparer 
la diversité génétique et d’établir des liens unissant diverses populations mondiales et les 
populations québécoises du nématode doré. Jusqu’à présent, des marqueurs microsatellites
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avaient été développés sur le nématode à kyste pâle afin d’atteindre sensiblement les mêmes 
objectifs. Par contre, aucune étude de ce genre n’avait été réalisée sur le nématode doré, en 
particulier sur les populations québécoises nouvellement découvertes. Ainsi, douze nouveaux 
marqueurs microsatellites polymorphes ont été développés pour cette espèce et ont permis 
d’appuyer certaines hypothèses quant à l’introduction de ce nématode à travers différentes 
régions du monde ainsi que d’en réfuter d’autres.
À l’aide de ces marqueurs, il a été démontré que deux introductions d’origine différente ont eu 
lieu en Amérique du Nord, soit une au Québec et à Terre-Neuve, et une seconde à New York 
et en Colombie-Britannique. H a également été établi que les populations québécoises et terre- 
neuviennes sont génétiquement proches de celles de l’Europe. Cette constatation supporte 
donc l’hypothèse d’une introduction européenne et réfute celle d’une introduction provenant 
de New York, la population la plus proche géographiquement. En ce qui a trait aux 
populations de New York et de Colombie-Britannique, les hypothèses quant à l’origine 
d’introduction du nématode doré stipulent qu’il proviendrait de l’Europe. Le rapatriement 
d’équipement militaire contaminé à New York suite à la Première Guerre mondiale (Spears, 
1968) et 1’import de bulbes de fleurs en Colombie-Britannique (Rott et al., 2010) sont pointés 
du doigt. Par contre, dans cette étude, aucune population européenne utilisée ne s’est avérée 
proche génétiquement de ces deux populations nord américaines. Leur origine potentielle, 
européenne ou non, reste donc inconnue.
Il a également été affirmé que les populations européennes du nématode doré sont originaires 
d’Amérique du Sud. La proximité génétique trouvée entre les deux populations françaises et 
les populations du Pérou et du Chili propose même une plausible introduction des deux 
espèces de NKPT en même temps. En effet, Plantard et al. (2008) suggèrent que toutes les 
populations européennes du nématode à kyste pâle proviennent d’une seule région au sud du 
Pérou. De plus, les résultats viennent renforcer l’hypothèse que la Bolivie est la région 
d’origine du nématode doré, car la plus grande diversité génétique y a été trouvée.
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Ainsi, dans l’optique de trouver une alternative efficace aux nématicides, il est nécessaire de 
développer des variétés résistantes capables de faire diminuer les niveaux d’infestation en 
champ. Puisque les schémas actuels de classification des pathotypes ne reflètent pas la 
complexité de la virulence existant chez ce ravageur, il est important de connaître la diversité 
génétique et l’origine des populations introduites. La présente étude se trouve donc être une 
base solide pour atteindre cet objectif. Ainsi, vu la proximité génétique des populations 
québécoises avec celles de l’Europe, il vaut mieux se baser sur les cultivars et les rotations de 
cultures qui se sont révélés efficaces dans cette région, plutôt que de se baser sur nos voisins 
américains.
Dans une perspective plus globale, il serait important de donner suite à cette recherche en 
développant de nouveaux marqueurs génétiques tels que des SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphism). Ces marqueurs couvrent davantage le génome entier (Morin et al., 2004) et 
sont très efficaces pour élucider l’histoire démographique des populations (Brumfield et al., 
2003). Ils pourraient ainsi être utilisés de pair avec les marqueurs microsatellites présentés 
dans cette étude pour confirmer les résultats et génotyper davantage de populations. Cette 
banque d’information pourrait permettre une meilleure compréhension de la dispersion du 
nématode doré et des liens existant entre elles pour un meilleur contrôle des populations.
Le deuxième objectif de cette étude visait à standardiser la récolte et la conservation de 
l’exsudat racinaire de pomme de terre pour des essais en laboratoire. Bien que les exsudats 
racinaires utilisés aient montré un très fort pourcentage d’éclosion, les résultats des deux 
réplicats étaient très divergents. Ainsi, il serait important de refaire cette étude afin d’émettre 
des conclusions fiables. D’autres méthodes de conservation sont également à tester, telles que 
la lyophilisation.
62
Le nématode doré est un ravageur hyper spécialiste de l’une des cultures les plus importantes 
économiquement, la pomme de terre. Conséquemment, obtenir davantage d’informations sur 
la génétique des populations et standardiser les outils de recherche en laboratoire sont des 
étapes essentielles pour trouver ultimement des méthodes de contrôle efficaces. Bien que mon 
projet permette de mieux connaître les populations québécoises et la récolte d’exsudat 
racinaire, il reste que ces études doivent être approfondies, soit en développant de nouveaux 
marqueurs génétiques ou encore en cherchant d’autres méthodes de conservation de l’exsudat.
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